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'
s
h e a l t h s y s t e m , a n d t h e r e g u l a t o r y e n v i r o n m e n t (C D C , 20 0 6 ) .
T h e f o r c e s t h a t d r i v e a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e , s u c h a s f a i l u r e s o f h o sp i t a l h y g i e n e ,
s e l e c t i v e p r e s s u r e s c r e a t e d b y o v e r u s e a n d m i s u s e o f a n t i b i o t i c s , a n d m o b i l e g e n e t i c e l e m e n t s
t h a t c a n e n c o d e b a c t e ri a l r e s i s t a n c e t r a i t s
,
a n d f a c i l i t a t e t h e i r s p r e a d i n h o s p i t a l s h a v e b e e n
d e s c ri b e d a n d d i s c u s s e d a t l e n g th (F i n l a n d , 19 7 9 ; W e i n s t e i n a n d K a b i n s , 1 9 8 1; K u m m e r e r
a n d H e n n i g e r , 2 0 0 3 ; M a r t i n s d a C o s t a , e t a l . , 2 0 0 6 ; A u e r b a c h e t a l . , 2 0 0 7 ) . D e s p i t e t h i s
e x t e n s i v e k n o w l e d ge b a s e , e x h o rt a t i o n s a b o u t t h e t h r e a t s o f a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n c e , a n d
f o r m a l c o n t r o l g u i d e l i n e s (G o l d m a n , e t a l . , 19 9 6 ) , a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e h a s c o n t i n u e d to
e m e r g e , e s p e c i a l l y i n i n t e n s i v e c a r e u n i t s (IC U s ) .
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T h e d o m i n a n t f a c t o r i n t h e e m e r g e n c e a n d s p r e a d o f a n t i b i o t i c - r e s i s t a n t b a c t e r i a l
p a t h o g e n s w h e t h e r i n h o s p i t a l w a r d s o r i n t h e c o m m u n i t y , i s t h e i n t e n s i v e u s e o f t h e
a n t i b i o t i c a g e n t s t o w h i c h r e s i s t a n c e e m e r g e s a n d t h e n s p r e a d s (F i n l a n d , 19 7 9 ) . P a t i e n t -
r e l a t e d f a c t o r s a r e o t h e r m a j o r d r i v e r s o f i n a p p r o p r i a t e a n t i b i o t i c u s e . F o r e x a m p l e , m a n y
p a t i e n t s b e l i e v e t h a t n e w a n d e x p e n s i v e m e d i c a t i o n s a r e m o r e e f f i c a c i o u s t h a n o l d e r a g e n t s .
I n a d di t i o n t o c a u s i n g u n n e c e s s a r y h e a l t h c a r e e x p e n d i t u r e , t h i s p e r c e p t i o n e n c o u r a g e s t h e
s e l e c t i o n o f r e s i s t a n c e t o t h e s e n e w e r a g e n t s a s w e l l a s t o o l d e r a g e n t s i n t h e i r c l a s s b y
a l l o w i n g a l a r g e r p o r t i o n o f b a c t e r i a t o b e e x p o s e d a n d b e g i n t o d e v e l o p r e s i s t a n c e t o n e w l y
d e v e l o p e d a n t i b i o t i c s (WH O , 2 0 0 6 ) .
V e t e r i n a r y p r e s c r i p t i o n o f a n t i b i o t i c s a l s o c o n t r i b u t e s t o t h e p r o b l e m o f r e s i s t a n c e
e m e r g e n c e a n d s p r e a d . I n N o rt h A m e r i c a a n d E u r o p e , a n e s t im a t e d 5 0% i n t o n n a g e o f a l l
a n t i b i o t i c s p r o d u c e d i s u s e d i n f o o d - p r o d u c i n g a n im a l s a n d p o u l t r y (WH O , 2 0 0 6 ) . T h e
l a r g e s t q u a n t i t i e s a r e u s e d a s r e g u l a r s u p p l e m e n t s f o r p r o ph y l a x i s o r g r o w t h p r o m o t i o n , t h u s
e x p o s i n g a l a r g e n u m b e r o f a n im a l s , i r r e s p e c t i v e o f t h e i r h e a l t h s t a t u s , t o f r e q u e n t l y s u b
t h e r a p e u t i c c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s (W H O , 2 0 0 6 ) . S u c h w i d e s p r e a d u s e o f a n t i b i o t i c s
f o r d i s e a s e c o n t r o l a n d g r o w th p r o m o t i o n i n a n i m a l s h a s b e e n p a r a l l e l e d b y a n i n c r e a s e i n
r e s i s t a n c e i n b a c t e r i a t h a t c a n s p r e a d fr o m t h e s e a n i m a l s .
W h i l e t h e c o n t r i b u t i o n s o f h o sp i t a l s a n d o t h e r h u m a n h e a l t h c a r e u s e s , v e t e r i n a r y
m e d i c a l u s e s , a n d a g ri c u l t u r a l g r o w t h p r o m o t i o n u s e s t o a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a r e s u b s t a n t i a l ,
t h i s p r o j e c t w a s d e s i g n e d t o e x a m i n e t h e c o n t ri b u t i o n o f w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t (WWT P )
e f f l u e n t t o a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n b a c t e r i a , s p e c i f i c a l l y a q u a t i c s e d im e n t - a s s o c i a t e d b a c t e r i a .
T h e r e i s i n c r e a s i n g c o n c e r n a b o u t t h e g r o w i n g r e s i s t a n c e o f p a t h o g e n i c b a c t e ri a i n t h e
e n v i r o n m e n t , a n d t h e i r e c o t o x i c e f f e c t s w h i c h c a n c r e a t e a p o o l o f r e s i s t a n t b a c t e ri a a n d / o r
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g e n e s . T h u s , a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i s s e e n a s a n i n c r e a s i n g l y e c o l o g i c a l p r o b l e m (K u m m e r e r ,
2 00 4 ) .
T h e r e h a s b e e n d o c u m e n t e d e v i d e n c e (B r o n s t a d , 2 0 0 5 ) o f i n c r e a s e d a n t i b i o t i c
r e s i s t a n c e i n m e m b e r s o f t h e e n v i r o n m e n t a l l y u b i q u i t o u s g e n u s o f A e r o m o n a s b a c t e r i a a n d
t h e i n c r e a s e d p r e s e n c e o f a n t i b i o t i c s a n d t h e i r m e t a b o l i t e s i n s e d i m e n t s a m p l e s c o l l e c t e d
f r o m a m u n i c i p a l s e w a g e e f f l u e n t - im p a c t e d s i t e o f M o r g a n C r e e k , l o c a t e d i n C h a p e l H i l l ,
O r a n g e C o u n t y , N o r t h C a r o l i n a . T h e s e A e r o m o n a s s p e c i e s p r e v i o u s l y i s o l a t e d f r o m t h e
s e d i m e n t s o f M o r g a n C r e e k w e r e s e l e c t e d a s c a n d i d a t e s f o r i d e n t i f y i n g s p e c i f i c r e g i o n s
w i t h i n A e r o m o n a s s p e c i e s g e n e s c o n f e r r i n g a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n t h e s e b a c t e r i a . T h e
i s o l a t e s h a d b e e n r e c o v e r e d f r o m r i p a r i a n s e d im e n t s u p s t r e a m , d o w n s t r e a m , a n d a t th e p o i n t
o f a m u n i c i p a l WWT P e f fl u e n t d i s c h a r g e a n d h a d b e e n a r c h i v e d b y f r e e z i n g . T h e h y p o t h e s i s
i s t h a t t h e s e b a c t e r i a s h a r e c o m m o n g e n e t i c m u t a t i o n s o r t r a i t s t h a t c o n f e r a n t i b i o t i c
r e s i s t a n c e .
B . O bj e c t i v e s
T h e g o a l o f t h i s s t u d y i s t o d e v e l o p s p e c i f i c g e n e t i c i n f o r m a t i o n o n a n t i b i o t i c
r e s i s t a n c e g e n e s w i t h i n t h i s c o l l e c t i o n o f A e r o m o n a s s p e c i e s , i s o l a t e s a n d t o d e t e r m i n e i f t h e
t r e a t e d s e w a ge e f fl u e n t d i s c h a r g e c o n t r i b u t e s t o t h e p r e s e n c e o f t h e s e b a c t e r i a i n s t r e a m
s e d im e n t s b e c a u s e i t c o n t a i n s b a c t e r i a t h a t a l r e a d y h a v e e l e v a t e d a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e l e v e l s
a n d b e c a u s e t h e r e i s a r i s k , a s w e l l o f t r a n s f e r r i n g o r a m p l i f y i n g a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a m o n g
b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s i n t h e e n v i r o n m e n t . Sp e c i f i c o bj e c t i v e s i n c l u d e t h e f o l l o w i n g :
• A m p l i f i c a t i o n o f t h e q u i n o l o n e r e s i s t a n t - d e t e r m i n i n g r e g i o n s (QR D R s ) a n d t e t
g e n e s A - E i n t h e c o l l e c t i o n o f A e r o m o n a s s p e c i e s , i s o l a t e s .
• D N A s e q u e n c e a n a l y s i s o f a l l a m p l i fi a b l e r e s i s t a n c e g e n e s w i t h i n t h e
c o l l e c t i o n o f A e r o m o n a s s p e c i e s , i s o l a t e s t o d e t e r m i n e g e n o t y p i c r e s i s t a n c e
p a t t e r n s .
• St a t i s t i c a l a n a l y s i s o f a m p l i fi a b l e g e n e s w i t h i n t h e c o l l e c t i o n o f A e r o m o n a s
s p e c i e s , t o a s c e r t a i n t h e r o l e o f w a s t e w a t e r e f fl u e n t i n g e n o t y p i c r e s i s t a n c e
p a t t e r n s .
2 L i t e r a t u r e R e v i e w
2 . 1 S t u d i e s A s s o c i a t i n g U r b a n Efl u e n t w i t h A n t i b i o t i c r e s i s t a n c e
T h e i m p a c t s o f a g ri c u l t u r a l a n t i b i o t i c u s a g e h a v e b e e n w e l l d o c u m e n t e d a n d
c o r r e l a t i o n s h a v e b e e n dr a w n b e t w e e n t h e h e a v y u s e o f a n t i bi o t i c s u s e d i n a s u b t h e r a p e u t i c
c a p a c i t y a n d a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e . St u d i e s i n v o l v i n g u r b a n e f fl u e n t a r e n o t a s p r e v a l e n t ,
h o w e v e r t h e r e a r e i n d i c a t i o n s t h a t u r b a n e f fl u e n t d o e s c o n t r i b u t e t o a n t i b i o t i c r e s i s t a n t
b a c t e r i a i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s . T h i s i s e s p e c i a l l y tr u e i f a n u r b a n WWT P p r o c e s s e s
w a s t e w a t e r f r o m a h o s p i t a l . A n e x a m p l e o f t h i s i s t h e t r e a t e d e f fl u e n t r e l e a s e d i n t o M o r g a n
C r e e k . T h e m a j o ri t y o f a n t i b i o t i c s u s e d a r e o n l y p a r t i a l l y m e t a b o l i z e d a f t e r a d m i n i s t r a t i o n ,
a n d a r e r e l e a s e d v i a p a t i e n t e x c r e t a i n t o t h e m u n i c i p a l s e w a g e s y s t e m (K u m m e r e r a n d
H e n n i g e r , 2 0 0 3 ) w h i c h a l l o w s f o r t h e a c c u m u l a t i o n o f a n t i b i o t i c s i n r e c e i v i n g w a t e r s . T h e
v o l u m e o f a n t i b i o t i c s u s e d i n h o s p i t a l s a n d p ri v a t e h o u s e h o l d s a s w e l l a s r e s e a r c h
l a b o r a t o ri e s a n d r e l e a s e d i n t o e f fl u e n t a n d m u n i c i p a l s e w a g e p r o d u c e s a s e l e c t i o n p r e s s u r e o n
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b a c t e r i a (K u m m e r e r a n d H e n n i g e r , 2 00 3 ) w h i c h r e s u l t s i n r e s i s t a n c e g e n e s b e i n g d i s t ri b u t e d
a m o n g s t b a c t e r i a l c o m m u n i t i e s a n d t h e p o t e n t i a l f o r m u l t i
- d r u g r e s i s t a n t b a c t e r i a .
A s t u d y r e c e n ti y c o m p l e t e d i n D e n m a r k e x a m i n e d t h e p o s s i b l e i n c r e a s e o f a n t i b i o t i c -
r e s i s t a n t b a c t e ri a i n s e w a g e a s s o c i a t e d w i t h t h e d i s c h a r g e o f w a s t e w a t e r f r o m a h o s p i t a l a n d a
p h a r m a c e u t i c a l p l a n t b y u s i n g A c i n e t o b a c t e r sp e c i e s a s e n v i r o n m e n t a l b a c t e ri a l i n d i c a t o r s .
T h e l e v e l o f s u s c e p t i b i l i t y t o s i x a n t i b i o t i c a g e n t s w a s d e t e r m i n e d i n 3 8 5 A c in e t o b a c t e r
s t r a i n s i s o l a t e d f r o m s a m p l e s c o l l e c t e d u p s t r e a m a n d d o w n s t r e a m f r o m t h e d i s c h a r g e p o i n t s
o f t h e h o s p i t a l a n d t h e p h a r m a c e u t i c a l p l a n t . F r o m di e i n v e s t i g a t i o n i t w a s c o n c l u d e d t h a t t h e
r e l e a s e o f w a s t e w a t e r f r o m t h e h o s p i t a l u n d e r s t u d y w a s a s s o c i a t e d w i t h a n i n c r e a s e i n t h e
p r e v a l e n c e o f o x y t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e . H o w e v e r , 5 00 m e t e r s b e y o n d t h e d i s c h a r g e p o i n t
t h i s i n c r e a s e w a s s i g n i fi c a n t l y r e d u c e d f r o m w h a t i t w a s a t t h e s i t e i m m e d i a t e l y d o w n s t r e a m
f r o m t h e d i s c h a r g e p o i n t . A d d i t i o n a l l y , r e s u l t s i n d i c a t e d t h a t w h i l e t h e h o s p i t a l w a s t e
e f fl u e n t a f f e c t e d o n l y t h e p r e v a l e n c e o f o x y t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e , t h e d i s c h a r g e o f
w a s t e w a t e r f r o m th e p h a r m a c e u t i c a l p l a n t w a s a s s o c i a t e d w i t h a n i n c r e a s e i n t h e p r e v a l e n c e
o f b o t h s i n g l e - a n d m u l t i p l e - a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a m o n g A c i n e t o b a c t e r s p e c i e s i n t h e s e w e r s .
T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y d e t e r m i n e d t h a t f a c t o r s o t h e r t h a n t h e i n d i s c r i m i n a t e u s e o f
a n t i b i o t i c s i n h u m a n m e d i c i n e , a n i m a l h u s b a n d r y , a n d a g ri c u l t u r e m a y d i s r u p t t h e m i c r o b i a l
b a l a n c e i n f a v o r o f r e s i s t a n t b a c t e r i a . I n p a r t i c u l a r , w a s t e w a t e r f r o m p h a r m a c e u t i c a l p l a n t s
c o u l d p l a y a r o l e i n t h e s e l e c t i o n o f a n t i b i o t i c - r e s i s t a n t b a c t e r i a i n s e w a g e (G u a r d a b a s s i ,
P e t e r s o n , e t a l . , 19 9 8 )
A s t u d y d o n e i n 2 0 0 7 b y A u e r b a c h , e t a l . , f o c u s e d o n t w o WWT P s i n W i s c o n s i n
f o u n d t h a t a l l e v a l u a t e d c o m p a r t m e n t s w i t h i n a W WT P , i n c l u d i n g e f fl u e n t s a m p l e s c o n t a i n e d
a c o n s i d e r a b l y h i g h e r n u m b e r o f t e tr a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s , c o n c e n t r a t i o n s o f t e t r a c y c l i n e
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r e s i s t a n c e g e n e s , a n d f r a c t i o n s o f t h e c o mm u n i t y c a r r y i n g t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s t h a n
b a c k g r o u n d n a t u r a l l a k e w a t e r s a m p l e s , i m p l i c a t i n g WWT P s a s p o t e n t i a l s o u r c e s f o r
r e s i s t a n c e d i s s e m i n a t i o n .
A d d i t i o n a l l y , i t w a s n o t e d t h a t i n f l u e n t a n d e f f lu e n t s a m p l e s e x h i b i t e d c o m p a r a b l e
n u m b e r s o f t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s , s u g g e s t i n g t h a t t h e WWT P s e x a m i n e d d i d n o t
s i gn i f i c a n t l y r e d u c e t h e n u m b e r o f b a c t e ri a w i t h a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e g e n e s d u r i n g t h e
t r e a t m e n t p r o c e s s . I t w a s a l s o n o t e d t h a t u l t r a v i o l e t d i s i n f e c t i o n d i d n o t r e d u c e t h e n u m b e r o f
d e t e c t a b l e t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e t y p e s a n d l i k e l y d o e s n o t r e d u c e t h e c o n c e n t r a t i o n o f
t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s i n t r e a t e d e f f l u e n t . (A u e r b a c h , 2 0 0 7 ) .
I n 20 0 6 , M a r t i n s D a C o s t a , e t a l . r e p o r t s t h a t i n d i c a t e t h a t t h e u s e o f a n t i b i o t i c s h a v e
c r e a t e d a l a r g e p o o l o f r e s i s t a n c e g e n e s a n d t h a t s e w a g e t r e a t m e n t p r o c e s s e s a r e u n a b l e t o
a v o i d t h e d i s s e m i n a t i o n o f r e s i s t a n t e n t e r o c o c c i i n t o t h e e n v i r o n m e n t . T h e a i m o f t h e i r s t u d y
w a s t o a s s e s s t h e n u m b e r o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n t E n t e r o c o c c u s s p e c i e s p r e s e n t i n t h e
w a s t e w a t e r i n f l o w
,
e f f l u e n t a n d s l u d g e f r o m u r b a n s e w a g e t r e a tm e n t p l a n t s i n P o r t u g a l .
A n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n e n t e r o c o c c i w a s i n v e s t i g a t e d i n 4 2 s a m p l e s o f c r u d e i n fl o w , t r e a t e d
e f fl u e n t a n d s l u d g e c o l l e c t e d i n 14 m u n i c i p a l s e w a g e t r e a t m e n t p l a n t s o f P o r t u g a l . A t o t a l o f
9 83 e n t e r o c o c c i w e r e r e c o v e r e d a n d t e s t e d , u s i n g t h e d i f f u s i o n a g a r m e t h o d , r e g a r d i n g t h e i r
s e n s i t i v i t y t o 10 d i f f e r e n t a n t i b i o t i c dr u g s . M u l t i dr u g r e s i s t a n c e w a s p r e s e n t i n 4 9 . 4 % o f t h e
i s o l a t e s . R e s u l t s s u g g e s t e d t h a t d r u g r e s i s t a n c e r a t e s o f e n t e r o c o c c i m i g h t b e i n fl u e n c e d b y
h o s p i t a l s s e w a g e , w h i c h a r e m i x e d w i t h u r b a n s e w a g e a n d l e a d t o m u n i c i p a l t r e a t m e n t p l a n t s .
(M a r t i n s D a C o s t a e t a l . , 2 0 0 6 )
M o s t i n v e s t i g a t i o n s o n a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n t h e a q u a t i c h a b i t a t h a v e c o n c e r n e d
b a c t e r i a o f f e c a l o r i g i n , b e c a u s e t h e y a r e u s e d a s p o l l u t i o n i n d i c a t o r s a n d m a y b e a s s o c i a t e d
w i t h i n f e c ti o u s d i s e a s e s . H o w e v e r , i n m a n y f r e s h w a t e r s y s t e m s , f e c a l b a c t e r i a a r e o f l i t t l e
n u m e r i c a l s i g n i fi c a n c e d e s p i t e t h e f a c t t h a t t h e y a r e di s c h a r g e d i n t o a l m o s t a l l i n l a n d w a t e r s .
T h u s , i f t h e e n v i r o n m e n t a l p o o l o f r e s i s t a n c e i s t o b e m e a s u r e d , b a c t e r i a o t h e r t h a n t h o s e o f
f e c a l o r i g i n m u s t b e c o n s i d e r e d (G o n i - U r r i z a , e t a l . , 1 9 9 9 ) . G o n i - U r r i z a , e t a l . d e t e r m i n e d
t h a t a m o n g t h e A e r o m o n a s s t r a i n s i n t h e i r s t u d y , 7 5 % s h o w e d a t l e a s t o n e a c q u i r e d r e s i s t a n c e
a n d t h a t t h e s u r v e y o f a n ti b i o t i c r e s i s t a n c e s i n t h e m i c r o b i a l f l o r a o f I r e s h w a t e r s a l l o w s
d e t e c ti o n o f h i d d e n u s e s w h i c h c o n t r i b u t e t o t h e i n c r e a s e o f b a c t e ri a l r e s i s t a n c e s a n d t h u s
l i m i t t h e e f fi c i e n c y o f a n ti b i o ti c s i n t h e t r e a t m e n t o f h u m a n a n d a n i m a l i n f e c ti o n s . T h e s t u d y
c o n c l u d e d t h a t t h e u r b a n e f f l u e n t r e s u l t e d i n a n i n c r e a s e o f t h e r a t e s o f r e s i s t a n c e t o
a n ti b i o t i c s o t h e r t h a n q u i n o l o n e s i n t h e r i v e ri n e b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s , d e s p i t e l i m i t e d g e n e t i c
e x c h a n g e s b e t w e e n E n t e r o b a c t e r a n d A e r o m o n a s . T h e s t u d y a l s o n o t e d t h a t t h e u n e x p e c t e d
q u i n o l o n e r e s i s t a n c e p a t t e r n w a s m o s t l i k e l y s e l e c t e d b y h e a v y a n t i b i o t i c d i s c h a r g e s o f
u n k n o w n o ri g i n u p s t r e a m f r o m t h e u r b a n e f fl u e n t .
2 . 2 R e s e a r c h e l e m e n t s
I . I A A e r o m o n a s s p e c i e s
A e r o m o n a d s a r e u b i q u i t o u s , o x i d a s e - p o s i ti v e , f a c u l t a ti v e l y a n a e r o b i c , gl u c o s e -
f e r m e n ti n g , G r a m - n e g a ti v e b a c t e r i a t h a t a r e n a ti v e t o a q u a t i c e n v i r o n m e n t s (H a z e n , e t a l . ,
1 9 7 8) . T h e y h a v e b e e n f o u n d i n b r a c k i s h , f r e s h , e s t u a ri n e , m a r i n e , c h l o ri n a t e d a n d
u n c h l o r i n a t e d w a t e r s u p p l i e s w o r l d w i d e , w i t h h i gh e s t n u m b e r s o b t a i n e d i n t h e w a r m e r
m o n t h s (v a n d e r K o o i j , 19 8 8 ; K a p e r , e t a l . , 19 8 1 ; H a z e n , e t a l . , 19 7 8 ) . A e r o m o n a d s h a v e
b e e n i s o l a t e d f r o m d i s e a s e d c o l d - a n d w a r m - b l o o d e d a n im a l s f o r o v e r 10 0 y e a r s a n d f iro m
h u m a n s s i n c e t h e e a r l y 19 5 0 s (M a t h e w s o n a n d D u p o n t , 19 9 2 ) .
A e r o m o n a s s p e c i e s a r e f o u n d w o r l d w i d e i n a q u a t i c e n v i r o n m e n t s , i n c l u d i n g g r o u n d
w a t e r , s u r f a c e w a t e r s , e s t u a ri n e a n d m a r i n e w a t e r s , d r i n k i n g w a t e r , a n d w a s t e w a t e r (H o l m e s
e t a l .
,
19 9 6 ) . A e r o m o n a d s a r e f o u n d i n f o o d s , i n c l u d i n g f r e s h g r o c e r y p r o d u c e , s e a f o o d , r a w
m e a t s
, p a c k a g e d r e a d y - t o - e a t m e a t s , c h e e s e , a n d m i l k (P a l u m b o 19 9 6 ) . W h i l e A e r o m o n a s
s p e c i e s a r e n o t c o n s i d e r e d f e c a l b a c t e r i a , t h e y a r e p r e s e n t i n t h e f e c e s o f h e a l t h y a n im a l s a n d
h u m a n s , p r e s u m ab l y a s t h e r e s u l t o f i n g e s ti o n o f f o o d a n d w a t e r c o n t a i n i n g t he s e o r g a n i s m s
(H o lm e s e t a l , 1 9 9 6 ; D e m a r t a e t a l . , 2 0 0 0 ) . A e r o m o n a s h y d r o p h i l a i s l i s t e d o n t h e fi r s t a n d
s e c o n d C o n t a m i n a n t C a n d i d a t e L i s t (C C L 1 a n d C C L 2 ) o f p o t e n t i a l w a t e r b o m e p a t h o g e n s
(U SE P A 19 9 8 ; 2 0 0 5 ) .
T h e d e c i s i o n t o u s e A e r o m o n a s s p e c i e s a s s u bj e c t s o f t h i s s t u d y w a s b a s e d o n t h e
a b i l i t y t o d i s t i n g u i sh b e t w e e n e n v i r o n m e n t a l l y a c q u i r e d r e s i s t a n c e i n d u c e d b y a n t i b i o ti c
c o n c e n t r a ti o n s a n d d r u g r e s i s t a n c e a c q u i r e d i n t h e g u t o f h u m a n s . T h e u b i q u i t o u s n a t u r e o f
A e r o m o n a s sp e c i e s m a k e s d e t e c ti o n f r o m e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s m o r e l i k e l y a n d a n y
r e si s t a n c e g e n e s h a r b o r e d b y A e r o m o n a s sp e c i e s f r o m e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s a r e
h y p o t h e s i z e d t o b e i n l a r g e p a r t d u e t o e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s .
T h e r e i s s o m e c o n t r o v e r s y a s t o t h e p r e c i s e n u m b e r o f s p e c i e s w i t h i n t h e g e n u s
A e r o m o n a s i t s e l f . O n c e c o n s i d e r e d t o b e l o n g t o t h e f a m i l y V i b r i o n a c e a e , a e r o m o n a d s w e r e
r e l e g a t e d t o th e i r o w n f a m i l y i n 19 8 6 (C o l w e l l , e t a l . , 19 8 6 ) . T h e t a x o n o m y o f t h e g e n u s
A e r o m o n a s h a s b e e n c o n f u s i n g b e c a u s e o f l a c k o f c o n g r u i t y be t w e e n p h e n o t y p i c a n d
g e n o t y p i c c h a r a c t e r i s t i c s o f s p e c i e s , a n d m u l t i p l e m e t h o d s a r e r e q u i r e d f o r a c c u r a t e
c l a s s i f i c a ti o n . C u r r e n ti y , 17 D N A - D N A h y bri d i z a ti o n g r o u p s h a v e b e e n d e s c r i b e d a n d 14
p h e n o s p e c i e s a r e d e s c ri b e d i n t h e 2 0 0 5 e d i ti o n o f B e r g e y
'
s M a n u a l o f D e t e r m i n a t i v e
B a c t e ri o l o g y (M a r t i n - C a m a h a n a n d Jo s e p h 2 0 0 5 ) .
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T h e u b i q u i t o u s n a t u r e o f A e r o m o n a s sp e c i e s i n a q u a t i c e n v i r o n m e n t s p r o v i d e s a m p l e
o p p o r t u n i t y f o r a n i m a l s , p a r t i c u l a r l y fi s h a n d a m p h i b i a n s , t o c o m e i n t o c o n t a c t w i t h , a n d t o
i n g e s t o r g a n i s m s . S u c h c o n t a c t m a y l e a d t o i n f e c t i o n w h i c h , d e p e n d i n g o n t h e sp e c i e s a n d t h e
v i r u l e n c e o f t h e s t r a i n s e n c o u n t e r e d , m a y h a v e l i f e - t hr e a t e n i n g c o n s e q u e n c e s . T h e
a e r o m o n a d s c a u s i n g h u m a n d i s e a s e s a r e a s s o c i a t e d w i t h a v a r i e t y o f i n f e c t i o n s i n c l u d i n g
s e p t i c e m i a , w o u n d i n f e c t i o n s , m e n i n g i t i s , p e r i t o n i t i s , a n d h e p a t o b i l i a r y i n f e c t i o n s . S o m e
s t r a i n s o f A e r o m o n a s pr o d u c e e n t e r o t o x i n s r e s p o n s i b l e f o r c a u s i n g g a s t r o e n t e r i t i s i n h u m a n s ;
h o w e v e r , i s o l a t i o n o f a e r o m o n a d s f r o m f e c e s d o e s n o t p r o v e p a t h o g e n i c i t y , s i n c e t h e s e
b a c t e r i a a r e w i d e l y d i s t r i b u t e d t h r o u g h o u t t h e e n v i r o n m e n t i n w a t e r a n d f o o d s , e s p e c i a l l y
d u r i n g s u m m e r m o n di s (J a n d a a n d A b b o t t 19 9 8 ) .
A e r o m o n a d s r e a c h p o p u l a t i o n d e n s i t i e s o f 10 6 - 10 8 C F U / m L i n r a w s e w a g e a n d 10
^
-
1 0
^
C F U /m L r e m a i n i n s e w a g e e f f l u e n t s a f t e r t r e a tm e n t (H o l m e s e t a l . , 19 9 6 ) . T h e ir
o c c u r r e n c e i n t h e e n v i r o n m e n t i s n o t d e p e n d e n t u p o n f e c a l p o l l u t i o n ; h o w e v e r , t h e y r e a c h
h i g h e r n u m b e r s i n n u t r i e n t
- r i c h w a t e r s c o n t a m i n a t e d b y s e w a g e . T h e y m a y r e a c h l O
^
- l O
^
CF U / m L i n s u r f a c e w a t e r s d u r i n g s u m m e r m o n t h s . T h e y a r e n o t c o m m o n i n gr o u n d w a t e r ,
t h o u gh t h e y m a y c o l o n i z e p o o r l y c o n s t r u c te d w e l l s .
2 . 2 . 2 A n t i b i o t i c s U s e d i n t h i s St u dy a n d R e s i s t a n c e M e c h a n i s m s
2
.
2
. 2 . 1 Qu i n o l o n e s
Qu i n o l o n e s a r e a f a m i l y o f br o a d - s p e c t r u m a n t i bi o t i c s w i t h t h e p a r e n t c o m po u n d o f
t he gr o u p b e i n g n a l i d i x i c a c i d . T h e m aj o r i t y o f q u i n o l o n e s i n c l i n i c a l u s e b e l o n g t o t h e
s u b s e t o f f l u o r o q u i n o l o n e s , w h i c h h a v e a f l u o r o g r o u p a t t a c h e d t h e c e n t r a l r i n g s y s t e m .
Qu i n o l o n e s a c t b y i n h i bi ti n g t h e b a c t e r i a l D N A g y r a s e a n d / o r t h e t o p o i s o m e r a s e IV e n z ym e
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w h i c h i n h i b i t s D N A r e p l i c a t i o n a n d t r a n s c r i p t i o n . I n g r a m - n e g a t i v e b a c t e ri a s u c h a s
A e r o m o n a s s p e c i e s . , g y r a s e a n d t o p o i s o m e r a s e IV a r e t h e p r im a r y a n d se c o n d a r y t a r g e t s ,
r e s p e c ti v e l y , o f t h e f l u o r o q u i n o l o n e s . G y r a s e i s o n l y f o u n d i n b a c t e ri a m a k i n g i t a go o d
t a r g e t f o r a n t i bi o ti c s . T w o c l a s s e s o f a n t i b i o ti c s t h a t i n h i b i t g y r a s e a r e t h e c o u m a ri n s
( i n c l u d i n g n o v o b i o c i n ) , a n d t h e q u i n o l o n e s (i n c l u d i n g n a l i d i x i c a c i d a n d c i p r o f l o x a c i n )
D N A g y r a s e i s a m e m b e r o f a c l a s s o f e n z y m e s c a l l e d t o p o i s o m e r a s e s . Q u i n o l o n e s
b i n d t h e s e e n z y m e s a n d p r e v e n t t h e m f r o m d e c a t e n a t i n g r e p l i c a ti n g D N A . Q u i n o l o n e
r e si s t a n t b a c t e ri a f r e q u e n t l y h ar b o r m u t a t e d t o p o i s o m e r a s e s w h i c h r e s i s t q u i n o l o n e b i n d i n g .
T h r e e m e c h a n i s m s o f r e s i s t a n c e a g a i n s t q u i n o l o n e s a r e m u t a ti o n s o f t o p o i s o m e r a s e s ,
d e c r e a s e d m e m b r a n e p e r m e a b i l i t y , a n d a c t i v e d r u g e f f l u x . A l t h o u g h t h e s e m e c h a n i s m s o c c u r
s i n g u l a r l y , i t i s be l i e v e d t h a t s e v e r a l r e s i s t a n c e f a c t o r s a r e o f t e n r e q u i r e d t o p r o d u c e c l i n i c a l l y
a p p l i c a b l e i n c r e a s e s i n m i n i m u m i n h i b i t o r y c o n c e n t r a ti o n s . A p p r o p r i a t e d r u g s e l e c ti o n ,
d o s a g e , a n d p r u d e n t h u m a n a n d v e t e ri n a r y i n t e r v e n t i o n s a r e im p o r t a n t f a c t o r s i n c o n t r o l l i n g
t h e e m e r g e n c e o f r e s i s t a n c e .
2
.
2
.
2 . 2 T e t r a c y c l i n e
T e t r a c y c l i n e s a r e a f a m i l y o f b r o a d - s p e c t r u m a n t i b i o t i c s t h a t i n c l u d e s t e t r a c y c l i n e ,
c h l o rt e t r a c y c l i n e , d o x y c y c l i n e , a n d m i n o c y c l i n e (C h o p r a & R o b e r t s , 2 0 0 1 ) . T e t r a c y c l i n e s a r e
s o l d u n d e r t h e b r a n d n a m e s S u m y c in ® ; , T e fr a c y n ® ; a n d P a n m y c i n ® , a m o n g s t o t h e r s .
T e t r a c y c l i n e s w e r e d i s c o v e r e d i n t h e 19 4 0 s a n d e x h i b i t e d a c t i v i t y a g a i n s t a w i d e r a n g e o f
m i c r o o r g a n i s m s i n c l u d i n g g r am - p o s i t i v e a n d g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a , c h l a m y d i a e ,
m y c o p l a s m a s , ri c k e t t s i a e , a n d pr o t o z o a n p a r a s i t e s . T h e y a r e i n e x p e n s i v e a n ti b i o ti c s , w h i c h
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h a v e b e e n u s e d e x t e n s i v e l y i n t h e p r o p h l y l a x i s a n d t h e r a p y o f h u m a n a n d a n i m a l i n f e c t i o n s
a n d a l s o a t s u b t h e r a p e u t i c l e v e l s i n a n i m a l f e e d a s gr o w t h p r o m o t e r s . T e t r a c y c l i n e s i n h i b i t
p r o t e i n s y n t h e s i s i n g r a m
-
p o s i t i v e a n d gr a m - n e g a t i v e b a c t e r i a b y p r e v e n t i n g t h e b i n d i n g o f
a m i n o a c y l - t R N A m o l e c u l e s t o t h e 3 0 S r i b o s o m a l s u b u n i t (G e i g e n m u l l e r a n d N i e r h a u s , 1 9 8 6 ;
R o s s e t a l . , 1 9 9 8 ) .
B a c t e r i a l r e s i s t a n c e t o t e t r a c y c l i n e s c a n o c c u r v i a t h r e e d i s t i n c t m e c h a n i s m s : a c t i v e
e f f l u x , r i b o s o m a l p r o t e c t i o n a n d e n z y m e m o d i f i c a t i o n (C h o p r a a n d R o b e r t s 2 0 0 1 ) . T h e f i r s t
t e tr a c y c l i n e - r e s i s t a n t b a c t e r i u m , Sh i g e l l a d y s e n t e r i a e , w a s i s o l a te d i n 19 5 3 (C h o p r a a n d
R o b e r t s , 2 0 0 1) . A c c o r d i n g t o t h e c u r r e n t n o m e n c l a t u r e , t w e n t y - n i n e d i f f e r e n t t e t r a c y c l i n e
r e s i s t a n c e { t e t ) g e n e s a n d t h r e e o x y t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e {o t r ) ge n e s h a v e b e e n
c h a r a c t e r i z e d . T h e r e i s n o i n h e r e n t d i f f e r e n c e b e t w e e n a t e t r a c y c l i n e a n d a n o x y t e t r a c y c l i n e
r e s i s t a n c e g e n e (C h o p r a a n d R o b e r t s 2 0 0 1) . A n e w c l a s s i s d e fi n e d w h e n t h e r e i s < 80 %
am i n o a c i d h o m o l o g y t o k n o w n d e t e rm i n a n t s (Ch o p r a a n d R o b e r t s 2 0 0 1; L e v y , e t a l . , 19 9 9) .
S i n c e t h e t e t r a c y c l i n e s h a v e be e n u s e d i n h u m a n s a n d a n i m a l s f o r s o m e 50 ye a r s , i t i s
n o t s u r p r i s i n g t h a t t h e s e l e c t i o n p r e s s u r e r e s u l t i n g f r o m t h e i r u s e h a s r e s u l t e d i n t h e
e m e r g e n c e o f r e s i s t a n t b a c t e r i a l v a r i a n t s , p a r t i c u l a r l y t h o s e c o n t a i n i n g t h e t e t g e n e s d e s c r i b e d
a b o v e . T h e e m e r g e n c e o f r e s i s t a n c e i n h u m a n a n d v e t e r i n a r y p a t h o g e n s h a s a l r e a d y h a d
c o n s e q u e n c e s f o r t h e u s e o f t e t r a c y c l i n e s a s t h e r a p e u t i c a g e n t s . H o w e v e r , o n e o f t h e b i g g e s t
i s s u e s t o e m e r ge i n r e c e n t y e a r s c o n c e r n s t h e u s e o f t e t r a c y c l i n e s a s a n i m a l g r o w t h pr o m o t e r s
a n d th e i m p l i c a t i o n s o f t h i s p r a c t i c e f o r h u m a n h e a l t h (C h o p r a a n d R o b e r t s , 2 0 0 1) .
T h e e m e r g e n c e o f r e s i s t a n c e t o t h e t e t r a c y c l i n e s i n h u m a n c l i n i c a l i s o l a t e s h a s
s e v e r e l y l im i t e d t h e f u r t h e r u t i l i t y o f t h e s e d r u g s a n d h a s u n d o u b t e d l y b e e n a n i m p o r t a n t
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f a c t o r i n t h e d e c l i n i n g u s e o f t h e s e a n t i b i o t i c s , i n m o s t c o u n t r i e s , f o r t h e t h e r a p y o f h u m a n
i n f e c t i o n s (C h o p r a e t a l . 1 9 92 ; K u c e r s e t a l . 1 9 87 ) .
2 . 2 . 3 G e n e s A s s o c i a t e d w i t h Qu i n o l o n e R e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s sp e c i e s
Q u i n o l o n e r e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s s p e c i e s i s e s s e n t i a l l y d u e t o c h r o m o s o m a l
m u t a t i o n s (G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 ) . M u t a t i o n s t h a t c o n f e r q u i n o l o n e r e s i s t a n c e p r i n c i p a l l y
a f f e c t t h e D N A g y r a s e a n d t o p o i s o m e r a s e I V o f t y p e I I t o p o i s o m e r a s e . B o t h e n z y m e s a r e
h e t e r o t e t r a m e r s c o n s i s t i n g o f t w o t y p e s o f s u b u n i t s , g y r A a n d g y r B f o r D N A g y r a s e a n d p a r C
a n d p a r E f o r t o p o i s o m e r a s e I V . T h e q u i n o l o n e - r e s i s t a n t e n t e r i c p a t h o g e n s h a v e p r e s u m a b l y
e m e r g e d a n d s p r e a d d u e t o t h e u n c o n t r o l l e d u s e o f t h e q u i n o l o n e g r o u p o f a n t i b i o t i c s (S i n h a ,
e t a l . , 2 0 0 4 ) . M o s t s t u d i e s c i t e t h e p r e s e n c e o f m u t a t i o n s i n t h e q u i n o l o n e r e s i s t a n c e -
d e t e r m i n i n g r e g i o n s (QR D R s ) o f t h e g y r A a n d p a r C g e n e s , e n c o d i n g t h e A s u b u n i t s o f D N A
g y r a s e a n d t o p o i s o m e r a s e I V , r e s p e c t i v e l y , a n d t h e p r e s e n c e a n d c o n t r i b u t i o n o f a n e f f l u x
m e c h a n i s m a s t h e m o s t l i k e l y c a u s e s o f q u i n o l o n e r e s i s t a n c e (S i n h a , e t a l . , 2 0 0 4 ; G i r a u d , e t
a l .
,
2 0 0 4 ; G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 ; G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 0 ) . M o s t s t u d i e s a l s o r e v i e w t h e
a m i n o a c i d s e q u e n c e s o f t h e g y r B a n d p a r E r e g i o n s b u t t h e r e h a s b e e n n o d o c u m e n t e d
e v i d e n c e o f s u b s t i t u t i o n s i n t h e s e r e g i o n s c o n t r i b u t i n g t o q u i n o l o n e r e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s
s p e c i e s .
A r e c e n t s t u d y i n w h i c h A e r o m o n a s s tr a i n s w e r e i s o l a t e d f r o m d i a r r h o e a l p a t i e n t s i n
K o l k a t a
,
I n d i a sh o w e d th a t a l a r ge n u m b e r o f A . c a v i a e s t r a i n s e n c o u n t e r e d i n t h e s t u d y w e r e
r e s i s t a n t t o q u i n o l o n e s . M u t a t i o n s w e r e r e p o r t e d i n t h e q u i n o l o n e - r e s i s t a n c e - d e t e r m i n i n g
r e g i o n s (QR D R s ) o f g y r A a n d p a r C t h a t c a u s e d t h e q u i n o l o n e r e s i s t a n c e , p r e d o m i n a t e l y i n A .
c a v i a e s t r a i n s ( S i n h a , e t a l . , 2 0 0 4 ) . I n r e s i s t a n t s t r a i n s , a s i n g l e m u t a t i o n a t p o s t i o n 8 3 f r o m
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s e ri n e - ^ i s o l e u c i n e a n d a s i n g l e m u t a t i o n a t p o s i t i o n 8 0 f r o m s e r i n e — * i s o l e u c i n e w e r e
d e t e c t e d i n t h e QR D R o f g y r A a n d p a r C , r e s p e c t i v e l y .
A r e c e n t s t u d y i n F r a n c e s h o w s t h a t t h e a c q u i si t i o n o f r e s i s t a n c e t o q u i n o l o n e s b y
A e r o m o n a s s a l m o n i c i d a i s , a s f o r o t h e r G r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a , m a i n l y l i n k e d t o t h e
a c q u i s i t i o n o f m u t a t i o n s i n t h e g y r A g e n e (G i r a u d , e t a l . 2 0 0 4 ) . H o w e v e r , t h e s t u d y a l s o
d e m o n s t r a t e s t h a t t h e l e v e l o f r e s i s t a n c e c a n b e s i g n i fi c a n ti y m o d u l a t e d b y i n c r e a s e s i n e f f l u x
a c t i v i t y . I s o l a t e s s h a r i n g a n i d e n t i c a l s t a t u s f o r t h e g y r A a n d p a r C g e n e QR D R s e x h i b i t e d
v e r y d i f f e r e n t l e v e l s o f r e s i s t a n c e t o q u i n o l o n e s (G i r a u d , e t a l . 2 0 0 4 ) .
A n o t h e r s t u d y t h a t l o o k e d a t i s o l a t e s fr o m r i v e r s i n F r a n c e e x a m i n e d QR D R s i n
A e r o m o n a s c a v i a e , A e r m o n a s hy d r o p h i l a a n d A e r o m o n a s s o b r i a . A l l h i gh l y q u i n o l o n e -
r e s i s t a n t s t r a i n s o f m e s o p h i l i c A e r o m o n a s e x a m i n e d i n t h i s s t u d y c a r r i e d a n a m i n o a c i d
c h a n g e i n t h e g y r A s u b u n i t , a t p o s i t i o n 8 3 (G o n i - U r r i z a , e t a l . 2 0 0 2 ) . Vo x A e r o m o n a s s t r a i n s
c a r r y i n g a d o u b l e g y r A - p a r C m u t a t i o n , q u i n o l o n e M IC s w e r e h i gh e r t h a n t h o s e f o r s t r a i n s
w i t h a s i n g l e g y r A m u t a t i o n . N o r e s i s t a n t m u t a n t s w i t h a p a r C m u t a t i o n a l o n e w e r e
o b s e r v e d . Qu i n o l o n e r e s i s t a n c e w a s p r i m a r i l y r e l a t e d t o m u t a t i o n s i n t h e g y r A g e n e s i n c e a l l
q u i n o l o n e - r e s i s t a n t s t r a i n s c a r ri e d a s u b s t i t u t i o n o f t h e Se ri n e a t p o s i t i o n 83 , w i t h a m u t a t i o n
t o i s o l e u c i n e b e i n g m o r e f r e q u e n t t h a n t h a t t o a r g i n i n e . T h e p r e s e n c e o f a n a d d i t i o n a l
m u t a t i o n i n p a r C , e i t h e r a s e r i n e
—
* i s o l e u c i n e o r a r gi n i n e a t p o s i t i o n 80 o r a g l u t a m i c a c i d
—
> l y s i n e c h a n g e a t p o s i t i o n 8 4 , w a s d e m o n s t r a t e d i n s e v e n s t r a i n s f o r w h i c h q u i n o l o n e M I C s
w e r e h i g h e r . A d d i t i o n a l l y , i n t w o o f t h e A e r o m o n a s c a v i a e s t r a i n s , m e t h i o n i n e w a s r e p l a c e d
b y l e u c i n e a t p o s i t i o n 9 2 i n t h e QR D R o f t h e gy r A s u b u n i t .
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I n a s t u d y d o n e i n E u r o p e , t w o t y p e s o f a c q u i r e d r e s i s t a n c e s w e r e f o u n d : s i n g l e
n a l i d i x i c a c i d r e s i s t a n c e a n d o t h e r r e s i s t a n c e p r o f i l e s . S t r a i n s r e s i s t a n t o n l y t o n a l i d i x i c a c i d ,
a c o m p o u n d i n t h e q u i n o l o n e f a m i l y r e p r e s e n t e d m o r e t h a n h a l f o f t h e r e s i s t a n t s t r a i n s o f
A e r o m o n a s , b u t a v e r y l o w p e r c e n t a g e o f r e s i s t a n t e n t e r o b a c t e ri a , a n d i n a n y c a s e a t a l e v e l
s im i l a r t o t h a t f o r o t h e r a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e s (G o n i - U r ri z a , e t a l . , 20 0 0 ) . Su r p r i s i n g l y , t he
h i gh e s t r a t e s o f s i n g l e n a l i d i x i c a c i d r e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s w e r e e n c o u n t e r e d u p s t r e a m
f r o m t h e w a s t e w a t e r d i s c h a r g e a n d a t t h e f a r t h e s t s i t e d o w n s t r e a m (G o n i - U r ri z a , e t a l . , 2 0 0 0 ) .
T h i s o b s e r v a t i o n s u g ge s t s t h a t t h e s o u r c e o f t h e q u i n o l o n e r e s i s t a n c e w a s l o c a t e d u p s t r e a m
f r o m t h e d i s c h a r g e a n d t h a t i t w a s n o t r e l a t e d t o w a s t e w a t e r s . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e
d e m o n s t r a t e d t h a t q u i n o l o n e r e s i s t a n c e w a s l e s s t h a n 2 5% a m o n g e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s
(B o o n , 19 9 2 ; K e l c h , e t a l . , 19 7 8 ; M c K e o n , e t a l . , 1 9 9 5 ) a n d l e s s t h a n 5 % f o r c h n i c a l
A e r o m o n a s i s o l a t e s (K o , e t a l . , 1 9 9 6 ) . Qu i n o l o n e s (w i t h c o - t ri m o x a z o l e ) h a v e e v e n b e e n
r e c o m m e n d e d a s t h e f i r s t c h o i c e f o r t r e a t m e n t o f i n f e c t i o n s c a u s e d b y A e r o m o n a s (K o e t a l . ,
19 9 6 ) . T h e s e s y n t h e t i c a n t i b i o t i c s a r e n a t u r a l l y a b s e n t i n f r e s h w a t e r s . Qu i n o l o n e r e s i s t a n c e s
a r e e x c l u s i v e l y d u e t o c h r o m o s o m a l m u t a t i o n s (G o n i - U r ri z a , e t a l . , 2 0 0 2 ) a n d a r e t h u s h i g h l y
s t a b l e a n d n o t t r a n s f e r a b l e , a s c o n f i r m e d i n t h i s s t u d y . Q u i n o l o n e - r e s i s t a n t s t r a i n s o f
A e r o m o n a s p r o b a b l y h a v e b e e n s e l e c t e d b y h e a v y d i s c h a r g e s o f th e s e c o m p o u n d s i n t o t h e
s t u d y ri v e r s .
A s t u d y p e r f o r m e d i n Sp a i n , s t a t e s t h a t t h e a g ri c u l t u r a l a n d v e t e r i n a r y u s e o f
a n t i b i o t i c s h a s b e e n r o u gh l y e s t im a t e d a t t w o - t h i r d s o f t h e a m o u n t c o n s u m e d b y h u m a n s
(B a q u e r o , 19 9 6) . Se v e r a l q u i n o l o n e s (o x o l i n i c a c i d , f l u m e q u i n e , a n d e n r o f l o x a c i n , e t c . ) a r e
c o m m o n l y u s e d a s t h e r a p e u t i c a g e n t s f o r a n i m a l s (H a l l i n g - S 0 r e n s e n , N o r s , e t a l . , 19 9 8) . T h e
r i v e r fl o w s t h r o u gh a gr i c u l t u r a l c a t c h m e n t s a n d m a y b e c o n t a m i n a t e d b y r u n o f f w a t e r s
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(H a l l i n g - S 0 r e n s e n , N o r s , e t a l . , 1 9 9 8 ) . Q u i n o l o n e s a r e e x c r e t e d m o s t l y a s u n c h a n g e d
s u b s t a n c e s , a n d t h e y a r e a m o n g t h e m o s t p e r s i s t e n t a n t i b i o t i c s i n t h e e n v i r o n m e n t (h a l f - l i v e s
o f 15 0 d a y s f o r f l u m e q u i n e a n d o f 15 0 t o 1 , 0 0 0 d a y s f o r o x o l i n i c a c i d ) (H a l l i n g - S0 r e n s e n ,
N o r s
,
e t a l . , 19 9 8 ) .
A e r o m o n a s s a lm o n i c i d a i s t h e c a u s a l a g e n t o f f u r u n c u l o s i s , a d e b i l i t a t i n g a n d l e t h a l
d i s e a s e a f f e c t i n g n u m e r o u s f a r m e d f i s h s p e c i e s i n c l u d i n g s a lm o n i d s , t u r b o t a n d c a r p (N o ga ,
2 0 0 0 ) . W i t h d a i l y m o r t a l i t y r a t e s t y p i c a l l y b e t w e e n 0 . 1 a n d 1 % , c h r o n i c f u r u n c u l o s i s i s
r e s p o n s i b l e f o r m a s s i v e e c o n o m i c l o s s e s f o r fi s h f a r m s (G i r a u d , e t a ! . , 2 0 0 4 ) . T h e
m e c h a n i s m s o f r e s i s t a n c e t o q u i n o l o n e a n d e p i d e m i o l o g i c a l r e l a t i o n s h i p s a m o n g A e r o m o n a s
s a l m o n i c i d a s t r a i n s i s o l a t e d f r o m di s e a s e d f i s h i n F r e n c h m a r i n e f a r m s f r o m 19 9 8 t o 2 0 0 0
w e r e i n v e s t i g a t e d (G i r a u d , e t a l . , 2 0 0 4 ) . T h e q u i n o l o n e r e s i s t a n c e - d e t e r m i n i n g r e gi o n s o f t h e
g y r A a n d p a r C g e n e s o f 1 2 c l i n i c a l A . s a l m o n i c i d a i s o l a t e s w i t h d i f f e r e n t l e v e l s o f q u i n o l o n e
s u s c e p t i b i l i t y w e r e s e q u e n c e d . T h i s s t u d y s h o w e d t h a t t h e a c q u i s i t i o n o f r e s i s t a n c e t o
q u i n o l o n e s b y A . s a l m o n i c i d a i s , a s f o r o t h e r G r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a , m a i n l y l i n k e d t o t h e
a c q u i s i t i o n o f m u t a t i o n s i n t h e g y r A g e n e . A m u t a t i o n a t c o d o n 8 3 o f t h e g y r A s u b u n i t i s t h e
m o s t c o m m o n l y o b s e r v e d i n q u i n o l o n e - r e s i s t a n t s t r a i n s o f G r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a . I n th e
m o s t r e s i s t a n t s t r a i n s , t h e y a r e o f t e n c o m b i n e d w i t h p a r C m u t a t i o n s (A k a s a k a , e t a l . , 2 0 0 1 ;
B a c h o u a l , e t a l . , 19 9 8 ; B a g e l , e t a l . , 19 9 9 ; D e g u c h i , e t a l . 19 9 7 ; G i b r e e l , Sj o g r e n , e t a l . ,
1 9 9 8 ; N a k a n o , e t a l . , 1 9 9 7 ) . O p p e g a a r d a n d So r u m c i t e a s e ri n e 8 3 - t o - i s o l e u c i n e
s u b s t i t u t i o n i n t h e g y r A s u b u n i t o f A e r o m o n a s s a lm o n i c i d a i s o l a t e s a s t h e c o n t ri b u t i n g f a c t o r
i n r e s i s t a n c e t o a n u m b e r o f fl o r o q u i n o l o n e s i n A e r o m o n a s s a lm o n i c i d a (O p p e g a a r d a n d
So r u m , 19 9 4 ) .
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T h e l i t e r a t u r e d em o n s t r a t e s t h a t a w i d e v a ri e t y o f A e r o m o n a s s p e c i e s , fr o m b o t h
c l i n i c a l a n d e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s a r e b e c o m i n g i n c r e a s i n g r e s i s t a n t t o q u i n o l o n e s . D e s p i t e
t h e d i f f e r e n c e s i n sp e c i e s a n d t y p e o f s a m p l e m o s t o f t h e l i t e r a t u r e s h o w s t h a t m u t a t i o n s i n
t h e g y r A a n d p a r C s u b u n i t s o f t h e b a c t e ri a l e n z y m e a r e r e s p o n s i b l e f o r q u i n o l o n e r e s i s t a n c e
a s w e l l a s p o s s i b l e i n c r e a s e s i n e f f l u x a c t i v i t y . T h e g o a l o f t h i s s t u d y w i l l b e t o i n v e s t i g a t e
t h e g y r A a n d p a r C r e g i o n s o f t h e i s o l a t e d A e r o m o n a s sp e c i e s t o s e e t h e r e s u l t s a r e c o n s i s t e n t
w i t h t h e l i t e r a t u r e .
2 . 2 . 4 G e n e s A s s o c i a t e d w i t h T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s sp e c i e s
T e t r a c y c l i n e g e n e s h a v e b e e n f o u n d i n b a c t e r i a i n a w i d e v a r i e t y o f e n v i r o n m e n t a l
s a m p l e s i n c l u d i n g WW T P e f f l u e n t (A u e r b a c h , e t a l . , 20 0 7 ) . T h e t w o m a i n r e s i s t a n c e
m e c h a n i s m s p r o v i d e d b y t h e s e d e t e r m i n a n t s a r e e f f lu x p u m p p r o t e i n s a n d r i b o s o m a l
p r o t e c t i o n p r o t e i n s (R P P s ) (R o b e r t s , e t a l . 19 9 6) . T e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t s a r e
o f t e n c a r r i e d o n c o n j u g a t i v e p l a s m i d s o r t r a n s p o s o n s w h i c h a l l o w f o r m o b i l i z a t i o n v i a
h o r i z o n t a l ge n e t r a n s f e r . T h u s t h e a c q u i s i t i o n o f r e s i s t a n c e i s g e n e r a l l y a s s u m e d t o b e m a i n l y
m e d i a t e d b y g e n e t r a n s f e r (G u a r d a b a s s i , e t a l . , 2 0 0 0 ) . T o d a t e , 2 9 t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e
d e t e r m i n a n t s h a v e b e e n i d e n t i fi e d w h i c h e n c o m p a s s b o t h e f fl u x p u m p s a n d R PP s (A u e r b a c h ,
e t a l . , 2 0 0 7 ; C h o p r a a n d R o b e r t s , 2 0 0 1 ) . F o r t h e M o r g a n C r e e k s t u d y , p r i m e r s t h a t w o u l d
i d e n t i f y t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t s t e t (A ) - (E ) w e r e s e l e c t e d b a s e d o n a p r e v i o u s
s t u d y t h a t d e t e r m i n e d t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t s t e t (A ) - (E ) a s b e i n g t h e m o s t
f r e q u e n t l y d e t e c t e d a m o n g gr a m - n e g a t i v e b a c t e r i a (G u a r d a b a s s i , e t a l , 2 0 0 0 ) . I t i s w o r t h
n o t i n g t h a t a l l fi v e o f t h e s e t e t g e n e c l a s s e s e n c o d e f o r a f u n c t i o n a l e f f l u x p r o t e i n . T h e g o a l
o f t h e M o r g a n C r e e k s t u d y a s i t p e r t a i n s t o t h e t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t i s t o s e e i f
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t h e A e r o m o n a s i s o l a t e s e x h i b i t a n y o f t h e t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t s l i s t e d i n t h e
l i t e r a t u r e . T h i s i s o f p a r t i c u l a r i n t e r e s t a s t h e p o t e n t i a l f o r A e r o m o n a s s p e c i e s t o t r a n s f e r
p l am i d s t o m i c r o o r g a n i s m s e x i s t s a n d h a s b e e n d o c u m e n t e d (S a n d a a a n d E n g e r 19 9 4 ;
A d a m s
,
e t a l 19 9 8) .
A n d e r s e n a n d S a n d a a (A n de r s e n a n d S a n d a a , 1 9 9 4 ) r e p o r t e d t h a t t e t r a c y c l i n e
r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t E w a s t h e m o s t w i d e s p r e a d d e t e r m i n a n t i n b a c t e r i a l i s o l a t e s o b t a i n e d
f r o m p o l l u t e d a n d u n p o l l u t e d m a r in e s e d i m e n t s i n N o r w a y a n d D e n m a r k ; i t w a s d e t e c t e d i n
6 3% o f t h e i s o l a t e s . T h e c l a s s A t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t w a s d e t e c t e d i n o n l y 5 %
o f th e s a m p l e s , a n d t h e c l a s s D d e t e r m i n a n t w a s d e t e c t e d i n 4 % o f t h e s a m p l e s . I n J a p a n , t h e
c l a s s D t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t i s c o m m o n i n t he f i s h p a t h o ge n s A e r o m o n a s
hy d r o p h i l a , E d w a r d s i e l l a t a r d a , a n d P a s t e u r e l l a p i s c i c i d a (A o k i a n d T a k a h a s hi , 19 87 ) . A
s t u dy o f A . hy d r o p h i l a i n t h e U n i t e d St a t e s r e p o r t e d t h a t 50 % o f t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n t i s o l a t e s
o b t a i n e d f r o m a q u a c u l t u r e c a r r i e d t h e c l a s s E d e t e r m i n a n t , w h e r e a s 3 5% c a r r i e d t h e c l a s s A
d e t e r m i n a n t (D e P a o l a , e t a l . , 19 8 8)
I n a r e c e n t s t u d y c o n d u c t e d b y S t i n e , e t a l . s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m f e e d , h o g s ,
h o g h o u s e s , a w a s t e l a g o o n , s o i l , s u r f a c e w a t e r a n d w e l l w a t e r a n d w e r e s c r e e n e d f o r t h e
p r e s e n c e o f t e t r a c y c l i n e
- r e s i s t a n t s t r a i n s o f a v a r i e t y o f b a c t e r i a . G e n o m i c D N A w a s
e x t r a c t e d f r o m t h e b a c t e r i a l i s o l a t e s a n d t e n d i f f e r e n t t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e ge n e s w e r e
f o u n d w i t h i n v a r i o u s b a c t e r i a . T e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e w a s f o u n d i n 2 6 d i f f e r e n t b a c t e r i a l
g e n e r a a n d i n 60 s p e c i e s . T h e r e w a s e v i d e n c e o f g e n e r e c o m bi n a t i o n a n d m u l t i p l e d i f f e r e n t
t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s w e r e p r e s e n t i n s i n g l e b a c t e r i a l i s o l a t e s . T h e s e d a t a p r o v i d e
f u r t h e r e v i d e n c e f o r t h e w i d e s p r e a d d i s t r i b u t i o n o f r e s i s t a n c e g e n e s i n m i c r o b i a l p o p u l a t i o n s
i n s e t t i n g s i n w h i c h t h e r e i s o n g o i n g s u b t h e r a p e u t i c a n t i b i o t i c u s e (St i n e , e t a l . , 2 0 0 7 ) .
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3 E x p e ri m e n t a l A p p r o a c h
T h e h y p o t h e s i s a n d o bj e c t i v e s o f t h i s s t u d y h a v e a l r e a d y b e e n s t a t e d i n S e c t i o n 1 . I n
o r d e r t o a c h i e v e t h e s e g o a l s a n e x p e r i m e n t a l p l a n w a s c r e a t e d w h i c h i n c l u d e s t h e f o l l o w i n g
a p p r o a c h e s .
Ph e n o t y p i c r e s i s t a n c e p a t t e r n s a m o n g s t a l a r g e c o l l e c t i o n o f A e r o m o n a s s p e c i e s h a v e
a l r e a d y b e e n d e t e r m i n e d . I n o r d e r t o b u i l d o n t hi s d a t a , be t t e r u n d e r s t a n d t h e g e n e t i c
m e c h a n i s m s a s s o c i a t e d w i t h a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a n d t o d e t e r m i n e t h e d i s t r i b u t i o n o f
a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e m e c h a n i s m s i n a n e n v i r o n m e n t d i r e c t l y i n f l u e n c e d b y w a s t e w a t e r
e f fl u e n t m o l e c u l a r t e c h n i q u e s w e r e u s e d . T h e s e t e c h n i q u e s i n c l u d e d a m p l i f i c a t i o n o f D N A
r e gi o n s a s s o c i a t e d w i t h q u i n o l o n e r e s i s t a n c e (QR D R s ) w i t h i n A e r o m o n a s s pe c i e s a s w e l l a s
t h e a m p l i fi c a t i o n o f s p e c i fi c t e t g e n e s a s s o c i a t e d w i t h t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e .
O n c e t h e QR D R s an d t e t g e n e s w e r e a m p l i f i e d , p r o d u c t s w e r e p u ri f i e d a n d s e q u e n c e d
i n o r d e r t o a n a l y z e s p e c i f i c r e g i o n s t h a t w e r e i m p l i c a t e d i n a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e . T h e p u ri f i e d
p r o d u c t s w e r e a l s o c o m p ar e d t o p u b l i sh e d s t r a i n s o f A e r o m o n a s s p e c i e s t o a n a l y z e t h e
h o m o l o g y o f t h e A e r o m o n a s i s o l a t e s .
T h e A e r o m o n a s i s o l a t e s w e r e s e l e c t e d f r o m s a m p l i n g l o c a t i o n s a r o u n d a w a s t e w a t e r
e f fl u e n t d i s c h a r g e w h i c h i n c l u d e d u p s t r e a m , e f fl u e n t a n d d o w n s t r e a m sa m p l i n g s i t e s .
A m i n o a c i d s e q u e n c e s w e r e d e d u c e d f r o m t h e p u r i f i e d D N A s e q u e n c e s a n d s u b s t i t u t i o n
p a t t e r n s w i t h i n t h e QR D R s w e r e c o m p a r e d i n r e l a t i o n t o t h e s a m p l i n g l o c a t i o n s . T h e s e d a t a
f r o m th e A e r o m o n a s i s o l a t e s w e r e e x a m i n e d th r o u gh s t a t i s t i c a l m e a n s i n a t t e m p t t o
d e t e r m i n e t h e r o l e o f w a s t e w a t e r e f fl u e n t i n a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e . T h e s e a p p r o a c h e s w e r e
d e s i gn e d w i t h t h e o bj e c t i v e s i n m i n d a n d a r e f u r t h e r e x p l a i n e d i n t h e n e x t s e c t i o n .
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4 M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
Si t e se l e c t i o n , s a m p l i n g a n d b i o c h e m i c a l t e s t i n g o f t h e b a c t e r i a l i s o l a t e s w e r e
p e r f o r m e d b y M s . E m b r e y B r o n s t a d a n d h e r r e s e a r c h t e a m a s p a r t o f h e r M a s t e r s T e c h n i c a l
R e p o r t (B r o n s t a d , 20 0 4 ) . A l l s i t e d e s c r i p t i o n s , s a m p l i n g m e t h o d s a n d b i o c h e m i c a l m e t h o d s
a r e t r a n s c r i b e d , w i t h m i n o r e d i t i n g , f r o m h e r M a s t e r s T e c h n i c a l R e p o r t (B r o n s t a d , 2 0 0 4 ) .
A p p r o p r i a t e s u p p l e m e n t a l i n f o r m a t i o n i s p r o v i d e d f o r c l a r i f i c a t i o n a n d f o r u p d a t i n g o f
p e r t i n e n t c o n d i t i o n s o r c i r c u m s t a n c e s .
4 . 1 Si t e d e s c r ip t i o n
T h e O r a n ge Wa t e r a n d Se w e r A u t ho r i t y (O WA SA ) M a s o n F a r m W a s t e w a t e r t r e a tm e n t
p l a n t w a s s e l e c t e d a s t he p o i n t a r o u n d w h i c h s e d i m e n t s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a n d c a n b e
d e s c r i b e d a s f o l l o w s a t t h e t im e o f s a m p l e c o l l e c t i o n :
• M i n im a l a g r i c u l t u r a l im p a c t s t o t h e r e c e i v i n g w a t e r s .
• M i n im a l u p s t r e a m p o i n t a n d n o n - p o i n t p o l l u t i o n s o u r c e s .
• T r e a t m e n t a t t h e w a s t e w a t e r p l a n t i n c l u d e d s c r e e n i n g , p r i m a r y a n d s e c o n d a r y
s e d im e n t a t i o n , a c t i v a t e d s l u d g e , b i o l o g i c a l n u t r i e n t r e m o v a l a n d d i s i n f e c t i o n w i t h
c h l o r i n e . T h e t r e a t m e n t p l a n t h a d a 12 m i l l i o n g a l l o n p e r d a y (M G D ) c a p a b i l i t y a n d
t r e a t e d o n a v e r a g e 8 MG D .
• T h e e f fl u e n t o f a 6 8 8 - b e d u n i v e r s i t y h o s p i t a l a n d a l a r g e r e s e a r c h u n i v e r s i t y w a s
s e r v i c e d b y t h e WW T P .
• T h e u p s t r e a m s a m p l i n g s i t e (U S) w a s l o c a t e d a p pr o x i m a t e l y 60 0 m e t e r s b e f o r e t h e
e f f l u e n t d i s c h a r ge . A d d i t i o n a l s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a t p o i n t s 3 3 m e t e r s a n d 9 6 5
2 0
a f t e r t h e e f f l u e n t d i s c h a r g e a n d a r e r e f e r r e d t o a s e f fl u e n t (E ) a n d d o w n s t r e a m (D S)
r e s p e c t i v e l y . T h e s a m p l i n g l o c a t i o n s w e r e s e l e c t e d b a s e d o n t h e i r a c c e s s i bi l i t y .
A d d i t i o n a l l y , a r e a s w i t h l o w e r fl o w r a t e s w e r e a l s o d e s i r a b l e a s l o n g e r r e s i d e n t t i m e s
a l l o w e d f o r a g r e a t e r a c c u m u l a t i o n o f a n t i b i o t i c s i n t h e s e d i m e n t a n d h i g h e r a n t i b i o t i c
e x p o s u r e t i m e s f o r b a c t e r i a .
Su b s e q u e n t c h a n g e s h a v e b e e n m a d e t o t h e O WA SA WW T P s i n c e t h e i s o l a t e s u s e d i n
th i s s t u d y w e r e c o l l e c t e d a n d sh o u l d b e n o t e d . C h a n g e s i n c l u d e a s w i t c h t o u l t r a v i o l e t
d i s i n f e c t i o n o f t h e w a s t e w a t e r p r i o r t o d i s c h a r g i n g i n t o M o r g a n C r e e k . A d d i t i o n a l u p d a t e s
w e r e m a d e t o t h e p l a n t w h i c h a l l o w f o r a g r e a t e r c a p a c i t y o f w a t e r t o b e t r e a t e d a n d
d i s c h a r g e d o n a n a n n u a l b a s i s . F i g u r e 1 s h o w s t h e a p p r o x i m a t e l o c a t i o n o f t h e s a m p l i n g
s i t e s .
2 1
i ; r ; '
Wk
F i g u r e 1 : S a m p l i n g L o c a t i o n M a p
4 2 Sa mp l e c o l l e c t i o n
S a m p l i n g o f s t r e a m s e d im e n t s (b o t t o m m a t e r i a l b e l o w t h e w a t e r o r e x p o s e d a t l o w
fl o w ) w a s c o n d u c t e d o n s i x s e p a r a t e d a t e s be t w e e n A p r i l 2 0 0 5 a n d Ju l y 2 0 0 5 . T h e U S
s a m p l i n g s it e w a s o n t h e u p s t r e a m s i d e o f a b r i d g e w h e r e t h e f l o w w a s s l i g h t l y im p e d e d . A t
t h e E s a m p l i n g s i t e , a d o w n e d l o g h a d c r e a t e d a p o o l t h a t a l l o w e d s a m p l e s t o b e c o l l e c t e d a t
!
p o i n t w h e r e w a t e r h a d a s l o w e r f l o w r a t e . F i n a l l y , a t s a m p l i n g s i t e D S a c o n c r e t e f o r d
c r e a t e d a s l o w e r fl o w r a t e i n f r o n t o f t h e fo r d f r o m w h i c h t h e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d .
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D u p l i c a t e g r a b s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m U S, E a n d D S t hr o u g h th e u s e o f a n
E c k m a n n d r e d g e . T h e t o p c e n t im e t e r o f s e d im e n t r e t r i e v e d b y t h e d r e d g e w a s r e m o v e d w i t h
t h e a i d o f a s p a t u l a , t r a n s f e r r e d t o 1 2 5 m L s t e r i l e N a l g e n e H D P E b o t t l e s a n d p l a c e d i n a
c o o l e r f o r t r a n s p o r t b a c k t o l a b o r a t o r y ; t h e s p a t u l a w a s r i n s e d w i t h d e i o n i z e d w a t e r (D r a c o r ,
N C ) b e t w e e n s a m p l e s . T h e a m o u n t o f s e d im e n t s a m p l e s v a r i e d b e t w e e n a p p r o x im a t e l y SO-
SO g r a m s a n d w a s e n o u g h t o p e r f o r m m i c r o b i a l a n a l y s i s .
I n t h e e v e n t t h a t t h e s e d im e n t s a m p l e w a s o v e r l a i d v sdth w a t e r , t h e s u p e r n a t a n t w a s
p ip e t t e d o u t o f t h e N a l g e n e b o t t l e b e f o r e s e d im e n t h o m o g e n i z a t i o n b y m a n u a l s h a k i n g . A ft e r
t h e w a t e r w a s r e m o v e d , t h e b o t t l e w a s r e c a p p e d a n d t h e s e d im e n t s a m p l e s w e r e s h a k e n f o r
o n e m i n u t e . O n e g r a m o f t h e h o m o g e n i z e d s e d im e n t w a s a d d e d t o a 1 5 m L p l a s t i c c o n i c a l
t u b e c o n t a i n i n g 9 m L o f p h o s p h a t e b u f fe r e d w a t e r w i t h m a g n e s i u m ( St a n d a r d M e t h o d s
b u f f e r ) a n d v o r t e x e d f o r t e n s e c o n d s : t h i s w a s c o n s i d e r e d t o b e a 1 0
" ' d i l u t i o n . F o r S t a n d a r d
M e t h o d s b u f f e r , s t o c k s o l u t i o n s o f p o t a s s i u m d i h y d r o g e n p h o s p h a t e a n d m a g n e s i u m c h l o r i d e
w e r e p r e p a r e d a n d s t o r e d i n 1 . 2 5 m L - g l a s s b o t t l e s a t 4
° C u n t i l u s e . W h e n n e e d e d
,
1 . 2 5 m L
o f p h o s p h a t e s t o c k a n d 5 m L m a g n e s i u m c h l o r i d e s t o c k w e r e a d d e d t o a 1
- L g l a s s b o t t l e
c o n t a i n i n g 50 0 m L o f d e i o n i z e d w a t e r a n d a u t o c l a v e d (St a n d a r d M e t h o d s , 2 0 th e d . , 1 9 9 8 ) .
T h e 10
" '
s e d im e n t d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d fi r s t a n d w e r e v o r t e x e d a g a i n fo r t e n s e c o n d s t o
e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n o f t h e d i l u t i o n b e f o r e 1 m L o f t h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d
a d d e d t o t h e n e x t t u b e o f 9 m L p h o s p h a t e b u f f e r ; t e n - f o l d s e r i a l d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d u n t i l
t h e 1 0
" ^
w a s r e a c h e d . E a c h d i l u t i o n w a s v o r t e x e d f o r f i v e s e c o n d s t o e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n .
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F i g u r e 1 : S a m p l i n g L o c a t i o n M a p
4 2 Sa mp l e c o l l e c t i o n
Sa m p l i n g o f s t r e a m s e d im e n t s (b o t t o m m a t e r i a l b e l o w t h e w a t e r o r e x p o s e d a t l o w
fl o w ) w a s c o n d u c t e d o n s i x s e p a r a t e d a t e s b e t w e e n A p r i l 2 0 0 5 a n d J u l y 2 0 0 5 . T h e U S
s a m p l i n g s i t e w a s o n t h e u p s t r e a m s i d e o f a b r i d g e w h e r e t h e fl o w w a s s l i g h t l y im p e d e d . A t
t h e E s a m p l i n g s i t e , a d o w n e d l o g h a d c r e a t e d a p o o l t h a t a l l o w e d s a m p l e s t o b e c o l l e c t e d a t
p o i n t w h e r e w a t e r h a d a s l o w e r fl o w r a t e . F i n a l l y , a t s a m p l i n g s i t e D S a c o n c r e t e f o r d
c r e a t e d a s l o w e r fl o w r a t e i n f r o n t o f t h e f o r d f r o m w h i c h t h e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d .
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D u p l i c a t e g r a b s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m U S , E a n d D S t hr o u gh t h e u s e o f a n
E c k m a r m d r e d g e . T h e t o p c e n t im e t e r o f s e d i m e n t r e t r i e v e d b y t h e d r e d g e w a s r e m o v e d w i t h
th e a i d o f a s p a t u l a , t r a n s f e r r e d t o 12 5 m L s t e r i l e N a l g e n e H D PE b o t t l e s a n d p l a c e d i n a
c o o l e r f o r t r a n s p o r t b a c k t o l a b o r a t o r y ; t h e s p a t u l a w a s r i n s e d w i t h de i o n i z e d w a t e r (D r a c o r ,
N C ) b e t w e e n s a m p l e s . T h e a m o u n t o f s e d im e n t s a m p l e s v a r i e d b e t w e e n a p p r o x im a t e l y SO-
SO gr a m s a n d w a s e n o u gh t o p e r f o r m m i c r o b i a l a n a l y s i s .
I n t h e e v e n t t h a t t h e s e d im e n t s a m p l e w a s o v e r l a i d w i t h w a t e r , t h e s u p e r n a t a n t w a s
p i p e t t e d o u t o f t h e N a l g e n e b o t t l e b e f o r e s e d im e n t h o m o g e n i z a t i o n by m a n u a l s h a k i n g . A ft e r
t h e w a t e r w a s r e m o v e d , t h e b o t t l e w a s r e c a p p e d a n d t h e s e d im e n t s a m p l e s w e r e s h a k e n f o r
o n e m i n u t e . O n e g r a m o f t h e h o m o ge n i z e d s e d im e n t w a s a d d e d t o a 15 m L p l a s t i c c o n i c a l
t u b e c o n t a i n i n g 9 m L o f p h o s p h a t e b u f e r e d w a t e r w i t h m a g n e s i u m (St a n d a r d M e t h o d s
b u f f e r ) a n d v o r t e x e d f o r t e n s e c o n d s : t h i s w a s c o n s i d e r e d t o b e a 10
"
d i l u t i o n . F o r S t a n d a r d
M e t h o d s b u f f e r , s t o c k s o l u t i o n s o f po t a s s i u m d i h y d r o g e n p h o s p h a t e a n d m a g n e s i u m c h l o r i d e
w e r e p r e p a r e d a n d s t o r e d i n 1 . 2 5 m L - g l a s s b o t t l e s a t 4
° C u n t i l u s e . Wh e n n e e d e d , 1 . 2 5 m L
o f p h o s p h a t e s t o c k a n d 5 m L m a g n e s i u m c h l o r i d e s t o c k w e r e a d d e d t o a 1- L g l a s s b o t t l e
c o n t a i n i n g 5 0 0 m L o f d e i o n i z e d w a t e r a n d a u t o c l a v e d (St a n d a r d M e t h o d s , 2 0t h e d . , 1 9 9 8) .
T h e 10
" '
s e d im e n t d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d fi r s t a n d w e r e v o r t e x e d a g a i n f o r t e n s e c o n d s t o
e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n o f t h e d i l u t i o n b e f o r e 1 m L o f t h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d
a d d e d t o t h e n e x t t u b e o f 9 m L p h o s p h a t e b u f f e r ; t e n - f o l d s e r i a l d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d u n t i l
t h e 10 w a s r e a c h e d . E a c h d i lu t i o n w a s v o r t e x e d f o r f i v e s e c o n d s t o e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n .
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4 . 3 B io c h e m i c a l T e s t i n g o f B a c t e r i a l I s o l a t e s
V o l u m e s o f 10 0 \x h o f t h e 10
" ^
, l O
' " *
,
a n d 10
" *
d i l u t i o n s w e r e s p r e a d - p l a t e d i n
d u p l i c a t e s o n t o a m p i c i l l i n - d e x t r i n a g a r (m - A e r o m o n a s I s o l a t i o n A g a r , B i o l i f e , M i l a n , I t a l y )
s u p p l e m e n t e d w i t h v a n c o m y c i n (A D A - V ) .
A D A - V a g a r w a s e m p l o y e d a n d p r e p a r e d a s r e c o m m e n d e d b y t h e U SE P A M e t h o d
16 0 5 f o r t h e i s o l a t i o n o f A e r o m o m a d s f r o m d r i n k i n g w a t e r . I n s u m m a r y , t h e a g a r w a s
pr e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e m an u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s , s t e r i l i z e d b y a u t o c l a v i n g a n d a l l o w e d
t o c o o l i n a 50 ° w a t e r b a t h . T e n m i l l i gr a m s o f a m p i c i l l i n s o d i u m s a l t a n d 2 m g o f
v a n c o m y c i n h y d r o c h l o r i d e (Si g m a A l d r i c h , S t . L o u i s , M o . ) w e r e d i s s o l v e d i n t o t w o s e p a r a t e
10 m L v o l u m e s o f d e i o n i z e d w a t e r
,
a n d e a c h 10 m L v o l u m e w a s f i l t e r s t e r i l i z e d t h r o u g h a
0 . 2 2 |j m - p o r e - s i z e d f i l t e r i n t o o n e l i t e r o f c o o l e d a g a r . T h e a g a r w a s s h a k e n s l o w l y t o
u n i f o r m l y d i s t r i b u t e t h e a n t i b i o t i c s b e fo r e d i s p e n s i n g 10 - m l v o l u m e s i n t o i n d i v i d u a l s t e r i l e
10 0 m m P e t r i d i s h e s .
A 10 0 |a L v o l u m e o f t h e d i l u t i o n w a s e v e n l y d i s t r i b u t e d a c r o s s t h e s u r f a c e o f t h e a g a r
u s i n g a f l a m e s t e r i l i z e d g l a s s
" h o c k e y s t i c k
"
a n d a s m a l l h o ri z o n t a l l y m o u n t e d w h e e l a s t h e
p l a t f o r m o n w h i c h t o m a n u a l l y s p i n t h e p l a t e . T h e a g a r p l a t e w a s p l a c e d o n t h e w h e e l a n d
s p u n w h i l e t h e g l a s s s t i c k w a s u s e d t o s p r e a d t h e s a m p l e a c r o s s t h e a g a r s u r f a c e . A D A - V
p l a t e s w i t h t h e s p r e a d - p l a t e d s am p l e w e r e i n c u b a t e d f o r 2 4 + / - 2 h o u r s a t 3 5
° C .
A f t e r i n c u b a t i o n o f t he A D A - V p l a t e s , p r e s u m p t i v e A e r o m o n a s s p e c i e s c o l o n i e s w e r e
t r i p l e s tr e a k e d o n t o t r y p t i c s o y a g a r (T SA ) p l a t e s t o w h i c h a 15 0 \i g d i s k o f 0 / 12 9
V i b r i o s t a t i c A g e n t (R e m e l , L e n e x a , K S ) w a s a d d e d i n t h e d e n s e s t p a r t o f t h e i n i t i a l s t r e a k .
T h e d i s k w a s a d d e d w i t h t w e e z e r s t h a t w e r e f l a m e s t e r i l i z e d b e t w e e n e a c h i s o l a t e . T h e T SA
2 4 -
w a s p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'
s r e c o m m e n d a t i o n s i n a 1- L g l a s s b o t t l e , s h a k e n
t o e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n a n d w e t t i n g o f t h e m e d i u m a n d a u t o c l a v e d .
T h e i n o c u l a t e d T S A p l a t e s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t . I f t h e i s o l a t e s pr o v e d r e s i s t a n t
t o t h e v i br i o s t a t i c a g e n t , t h e y w e r e a r c h i v e d a t - 8 0
° C i n a f r e e z i n g s o l u t i o n c o m p o s e d o f
t r y p t i c s o y b r o t h (T SB ) (B e c t o n D i c k i n s o n , Sp a r k s , M D ) a n d gl y c e r o l (F i s c h e r S c i e n t i f i c ,
F a i r L a w n , N J) a t a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 5% . O n e h u n d r e d a n d fi f t y m L o f T SB w a s
p r e p a r e d a c c o r di n g t o m a n u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s t o w h i c h w a s a d d e d 50 m L o f g l y c e r o l .
T h i s s o l u t i o n w a s a u t o c l a v e d a n d a f t e r c o o l i n g , 1 m L a l i q u o t s w e r e a d d e d t o s t e ri l e 1 . 5 - m L
c a p a c i t y m i c r o c e n t ri f u g e (E p p e n d o r f ) t u b e s . U s i n g a s t e ri l i z e d w o o d e n a p p l i c a t o r s t i c k , o n e
i s o l a t e d c o l o n y f r o m e a c h T SA p l a t e w a s a d d e d t o t h e l i q u i d o f o n e m i c r o f u g e t u b e a n d
v o r t e x e d i n o r d e r t o h o m o ge n i z e t h e b a c t e ri a l s u sp e n s i o n . T h e ba c t e ri a l i s o l a t e s w e r e t h e n
a r c h i v e d a t - 8 0 ° C a n d r e m o v e d f o r u s e a s n e e d e d .
T h e i s o l a t e s w e r e s u bj e c t e d t o a n u m b e r o f a d d i t i o n a l b i o c h e m i c a l t e s t s i n a n a t t e m p t
t o c o n fi r m t h e m a s A e r o m o n a s . S e e T a bl e 1 b e l o w f o r a s u m m a r y o f p o s i t i v e r e s u l t s
a s s o c i a t e d w i di e a c h o f t h e b i o c h e m i c a l t e s t s u s e d . A s t e r i l e di sp o s a b l e 1 m L - g l a s s p i p e t t e
w a s u s e d t o r e m o v e a s m a l l p o r t i o n o f t h e fi
-
o z e n b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w h i c h w a s d o t t e d o n t o
a T S A p l a t e . St e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r s t i c k s w e r e u s e d t o t r i p l e - s t r e a k t h e i n o c u l u m f o r
b a c t e r i a l c o l o n y i s o l a t i o n a n d t h e T SA p l a t e s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t . A n i n di v i d u a l
c o l o n y w a s p i c k e d u p w i t h a s t e ri l e w o o d e n a p p l i c a t o r s t i c k a n d b o t h a e r o b i c a l l y a n d
a n a e r o b i c a l l y i n o c u l a t e d o n K l i g e r ir o n a g a r (K I A ) s l a n t s b y f i sh t a i l s t r e a k i n g o n t h e s l a n t
a n d s t a b b i n g i n t o t h e b u t t o f t h e a g a r s l a n t . S l a n t s w e r e p r e p a r e d b y a d d i n g 5 m L o f m o l t e n
a g a r m e d i u m t o s t e ri l e g l a s s 16 x 10 0m m t u b e s a n d a l l o w i n g t h e m t o d r y i n a n i n c l i n e d
p o s i t i o n . T o w a r d s t h e e n d o f t h e s t u d y , p r o b l e m s w i t h t h e K I A w e r e e n c o u n t e r e d , a n d a
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c h a n g e t o t r i p l e s u g a r i r o n a g a r (T SI ) w a s i m p l e m e n t e d . I n d i v i d u a l i s o l a t e s w e r e a l s o
s t r e a k e d o n t o p l a t e s o f bi l e e s c u l i n (B E ) a g a r (O x o i d , L e n e x a , K S) , a n d s u bj e c t e d t o s p o t
i n d o l e a n d s p o t o x i d a s e t e s t s : t h e r e a g e n t s f o r t h e s e t w o t e s t s w e r e p u r c h a s e d f r o m R e m e l ,
(L e n e x a K S ) a n d B e c t o n D i c k i n s o n (Sp a r k s , M D ) .
S p o t i n d o l e a n d o x i d a s e t e s t s w e r e c o n d u c t e d a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g p r o c e d u r e : a
4 5 m m m e d i a p a d (M i l l i p o r e , B e n t o n M A ) w a s s a t u r a t e d w i t h t h e r e a g e n t a n d a s m a l l b i t o f
c o l o n y m a t e r i a l w a s s m e a r e d w i t h a s t e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r o n t o t h e r e a g e n t - s o a k e d
p o r t i o n o f t h e p a d . C o l o n i e s w e r e a l s o s t r e a k e d o n t o M a c c o n k e y a g a r p l a t e s a n d i n o c u l a t e d
i n t o s t e r i l e g l a s s t u b e s c o n t a i n i n g 5 m L o f p u r p l e b r o t h b a s e (P B B ) (B B L , N e w Je r s e y )
c o n t a i n i n g a c o n c e n t r a t i o n o f 1% L - a r a b i n o s e . F o r t h i s t e s t , a s t o c k s o l u t i o n o f 10 % L -
a r a b i n o s e w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 10 g r a m s o f L - a r a b i n o s e t o a fi n a l v o l u m e o f 10 0 m L
d e i o n i z e d w a t e r a n d d i s s o l v e d i n t o s o l u t i o n w i t h t h e a m a g n e t i c s t i r b a r a n d s t i r p l a t e .
V o l u m e s a p p r o p r i a t e t o a c h i e v e a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 1 % L - a r a b i n o s e i n t h e b r o t h b a s e
w e r e fi l t e r s t e ri l i z e d t h r o u g h a 0 . 2 2 fi m p o r e - s i z e d fi l t e r i n t o a s t e ri l e g r a d u a t e d c y l i n d e r , t o
w h i c h w a s a d d e d s t e r i l e P B B t o a fi n a l d e s i r e d v o l u m e . F o r e x a m p l e , 2 5 m L o f 1% L -
a r a b i n o s e w o u l d b e a d d e d t o 2 2 5 m L o f P B B f o r a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 . 5 g r a m s o f L -
a r a b i n o s e i n a t o t a l v o l u m e o f 2 50 m L . T u be s w e r e v o r t e x e d g e n t l y i n o r d e r t o e v e n l y
d i s t ri b u t e t h e b a c t e r i a . F i n a l l y , c o l o n i e s w e r e i n t r o d u c e d w i t h s t e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r s i n t o
s t e ri l e g l a s s t u b e s c o n t a i n i n g 1 m L o f M e t h y l r e d V o g e s - P r o s k a u e r (M R V P ) br o t h (B B L ,
N e w Je r s e y ) . A l l t e s t s r e q u i r i n g t h e u s e o f g l a s s t u b e s w e r e c a p p e d w i t h s t e r i l e l o o s e f i t t i n g
p l a s t i c c a p s i n o r d e r t o a l l o w f o r a e r o b i c c o n d i t i o n s w i t h i n t h e t u be . B i l e e s c u l i n p l a t e s an d
L - ar a b i n o s e t u b e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 5
° C f o r 7 d a y s , a n d V P t u b e s w e r e a l l o w e d t o i n c u b a t e
a t 3 5
° C f o r 2 d a y s b e fo r e r e a g e n t s w e r e a d d e d . A f t e r i n c u b a t i o n , 6 d r o p s e a c h o f 6% a
-
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n a p h t h o l a n d 4 0 % p o t a s s i u m h y d r o x i d e w e r e a d d e d t o t h e t u b e s c o n t a i n i n g V P b r o t h a n d
a l l o w e d t o r e a c t f o r 10 - 15 m i n u t e s ; t h e a d d i t i o n o f r e a g e n t s w a s c o n d u c t e d i n a f u m e h o o d .
I n i t i a l l y , t h e s e r e a g e n t s w e r e o b t a i n e d fr o m B i o M e r i e u x (M ar c y I
' E t o i l e , F r a n c e ) ; l a t e r t h e y
w e r e p r e p a r e d i n d e p e n d e n t l y i n t h e l a b o r a t o r y a n d u s e d i n c o n t r o l s t u d i e s be f o r e b e i n g
e m p l o y e d i n t h e d i s c r i m i n a t o r y a n a l y s i s . F o r t h e V P t e s t s , a 4 0 % p o t a s s i u m h y d r o x i d e
(K O H ) s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 4 0 g r a m s o f K O H p e l l e t s (E M Sc i e n t i f i c , C h e r r y
H i l l , N J ) t o a sm a l l am o u n t o f d e i o n i z e d w a t e r a n d s t i r r e d i n t o s o l u t i o n . T h e d i s s o l v e d K O H
w a s t h e n t r an s f e r r e d t o a 10 0 m L v o l u m e t r i c f l a s k t o w h i c h w a s a d d e d e n o u g h d e i o n i z e d
w a t e r t o b r i n g t h e f i n a l v o l u m e t o 10 0 m L . T h i s r e a g e n t w a s s t o r e d i n 2 0 m L p l a s t i c s c r e w
-
t o p v i a l s a t 4
° C u n t i l u s e . A 6% a - n a p h t h o l s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g 6 g r a m s o f
a - n a ph t h o l ( Si gm a - A l d r i c h , S t . L o u i s , M O ) i n a s m a l l a m o u n t o f d e n a t u r e d H P L C g r a d e
e t h a n o l (S i g m a - A l d r i c h , S t . L o u i s , M O ) , t r a n s f e r r i n g t h i s s o l u t i o n t o a 10 0 m L v o l u m e tr i c
f l a s k . E th a n o l w a s t h e n a d d e d t o a fi n a l v o l u m e o f 10 0 m L . A f t e r a l i q u o t t i n g t h e a - n a p h t h o l
r e a g e n t i n t o 4 0 m L s c r e w - t o p a mb e r v i a l s , t h e v i a l s w e r e s e a l e d a d d i t i o n a l l y w i t h T e fl o n t a p e
t o p r e v e n t v o l a t i l i z a t i o n a n d s t o r e d a t 4
° C u n t i l u s e . Se e T a b l e 1 f o r a s u m m a r y o f t e s t
d e s c r i p t i o n s a n d p o s i t i v e r e s u l t s f o r e a c h t e s t . A r a n d o m s a m p l e o f 15 i s o l a t e s w a s s u bj e c t e d
t o a G r a m s t a i n t o c o n fi r m t h e i r p h y s i o l o g y a n d m o r p h o l o g y a s G r a m - n e g a t i v e r o d s . I s o l a t e s
w e r e s t r e a k e d o n T SA a n d i n c u b a t e d o v e rn i g h t b e f o r e s t a i n i n g . R e a g e n t s w e r e s u p p l i e d b y
B i o c h e m i c a l Sc i e n c e s , Sw e d e sb o r o , N J , a n d s t a i n s w e r e c o n d u c t e d a c c o r d i n g t o s t a n d a r d
p r o c e d u r e s (M a c F a dd i n , 2 0 0 0 ) . A l l b i o c h em i c a l r e s u l t s f o r t h e i s o l a t e s e x a m i n e d c a n b e
f o u n d i n A p p e n d i x A .
- 2 7 -
T a b l e 1 : B i o c h e m i c a l T e s t s a n d P o s i t i v e R e s u l t s I d e n t i f y i n g A e r o m o n a s s p e c i e s
R e a g e n t T e s t P o s i t i v e
A D A A g a r D e x t r i n F e r m e n t a t i o n O r a n g e A I
'
e l l o w C o l o n i e s
15 0 ^ g / 0 12 9 V i b ri o s t a t i c R e s i s t a n c e N o i n h i b i t e d g r o w t h n e a r d i s k
M a c C o n k e y a g a r L a c t o s e f e r m e n t a t i o n P i n k C o l o n i e s
Sp o t O x i d a s e P r e s e n c e o f O x i d a s e E n z y m e B l u e c o l o r c h a n g e a f t e r
e x p o s u r e t o r e a g e n t
Sp o t I n d o l e T r y p t o p h a n O x i d a t i o n B l u e c o l o r c h a n g e a f t e r
e x p o s u r e t o r e a g e n t
B i l e E s c u l i n A g a r E s c u l i n H y d r o l y s i s B l a c k / B r o w n c o l o n i e s a n d
d a r k e n i n g o f a g a r
V o g e s - P r o s k a u e r A c e t o i n p r o d u c t i o n f r o m
g l u c o s e f e r m e n t a t i o n
P i n k l i n e o f i n t e r f a c e o f
r e a ge n t a n d b r o t h
L - A r a b i n o s e A r a b i n o s e f e r m e n t a t i o n B r o t h c o l o r c h a n g e f r o m
p u r p l e t o y e l l o w
T S I A g a r G l u c o s e f e r m e n t a t i o n w i t h g a s
p r o d u c t i o n
C o l o r c h a n g e f r o m r e d t o
y e l l o w a n d g a s p r e s e n t
4 . 4 M o l e c u l a r D e t e c t i o n o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e G e n e s
R e s i s t a n c e ge n e s a s s o c i a t e d w i t h q u i n o l o n e r e s i s t a n c e , c a l l e d QR D R s , (G o n i - U r r i z a ,
e t a l .
,
20 0 2 ) a n d t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e (G u a r d i b a s s i , e t a l . , 20 0 0 ) h a v e b e e n i d e n t i f i e d a n d
P C R a s s a y s h a v e b e e n d e v e l o p e d t o r a p i d l y d e t e c t t h e r e g i o n s a s s o c i a t e d w i t h r e s i s t a n c e o f
e a c h c l a s s o f a n t i b i o t i c . A l l i s o l a t e s a n a l y z e d f o r b o t h QRD R s a n d t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e
g e n e s w e r e r e m o v e d f r o m t h e - 8 0
° C f r e e z e r
,
t h a w e d fo r a p p r o x i m a t e l y 3 0 m i n u t e s a n d 10 p i
o f b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w a s h e a t e d f o r 10 m i n . a t 9 9
° C t o o b t a i n c r u d e l y s a t e s . A f t e r
c e n t r i f u g a t i o n a t 13 , 0 0 0 x g fo r 20 s , 2 p i o f t h e i s o l a t e s u s p e n s i o n s u p e r n a t a n t w a s u s e d i n a l l
P C R a s s a y s .
U p o n c o m p l e t i o n o f t h e P C R r e a c t i o n , a l l a m p l i fi e d i s o l a t e p r o d u c t s w e r e a n a l y z e d
b a s e d o n t h e i r e l e c t r o p h o r e t i c m o b i l i t y o n 2% a g a r o s e g e l s s t a i n e d w i t h e t h i d i u m b r o m i d e .
A l l g e l s w e r e m a d e b y a d d i n g 2 g o f a g a r o s e t o 10 0 m L o f d e i o n i z e d w a t e r a n d h e a t i n g f o r 2
m i n u t e s i n a m i c r o w a v e t o e n s u r e c o m p l e t e d i s s o l u t i o n . T h e a g a r o s e w a s t h e n a l l o w e d t o
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c o o l f o r a p p r o x i m a t e l y 5 m i n u t e s b e f o r e a d d i n g 4 \i L o f e t h i d i u m b r o m i d e , w h i c h w a s
s w i r l e d t o e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n . T h e a g a r o s e w a s p o u r e d i n t o a m o l d a n d a l l o w e d t o s e t
f o r a p p r o x i m a t e l y 1 h o u r . C o m b s w e r e p l a c e d i n t o t h e m o l d th a t c r e a t e d w e l l s u s e d t o l o a d
t h e i s o l a t e p r o d u c t s . A 5 |j L v o l u m e o f t h e i s o l a t e p r o d u c t w a s l o a d e d i n t o e a c h w e l l a l o n g
w i t h 1 |a L o f l o a d i n g d y e (Qi a g e n , V a l e n c i a , C A ) a n d t h e g e l w a s c o v e r e d w i t h I x T r i s -
a c e t a t e b u f f e r s o l u t i o n t o e n s u r e p r o p e r c o n d u c t i v i t y . G e l s w e r e t h e n p l a c e d i n a n e l e c t r i c
f i e l d o f 12 0 V f o r a p p r o x i m a t e l y 4 5 m i n u t e s t o a l l o w f o r a p p r o p r i a t e s e p a r a t i o n o f D N A
f r a g m e n t s . G e l s w e r e t h e n a n a l y z e d q u a l i t a t i v e l y b y v i s u a l i z i n g t h e g e l w i t h U V l i g h t a n d a
g e l i m a g i n g d e v i c e a n d q u a n t i t a t i v e l y fo r a m p l i c o n s i z e b y c o m p a r i n g v i s i b l e b a n d s t o a 10 0
b a s e p a i r D N A r e f e r e n c e l a d d e r o f k n o w n s i z e m o l e c u l e s .
P C R am p l i f i c a t i o n o f QRD R s w a s p e r f o r m e d w i t h a s e r i e s o f p r im e r s , w h i c h a r e l i s t e d
i n T a b l e 2 . A s s a y s o f f o u r d i s t i n c t l o c i w e r e d e s i g n e d b y G o n i
- U r r i z a i e t a l . 1 ) G y r A , 9 5
° C
f o r 15 m i n , f o l l o w e d b y 3 5 c y c l e s o f 9 4
° C f o r 1 m i n u t e , 5 0
° C f o r 1 m i n u t e , a n d 7 2
° C f o r 1
m i n u t e . 2 ) G y r B , 9 5
° C f o r 15 m i n , f o l l o w e d b y 3 5 c y c l e s o f 9 4
° C f o r 1 m i n u t e , 4 5
° C f o r 1
m i n u t e a n d 7 2 ° C f o r 1 m i n u t e . 3 ) P a r C , 9 5 ° C f o r 15 m i n , f o l l o w e d b y 3 5 c y c l e s o f 9 4
° C f o r
1 m i n u t e
, 5 5
° C f o r 1 m i n u t e a n d 7 2 ° C f o r 1 m i n u t e . 4 ) P a r C , 9 5
° C f o r 15 m i n
,
f o l l o w e d b y
4 0 c y c l e s o f 9 4
° C f o r 1 m i n u t e , 5 3
° C f o r 1 m i n u te a n d 7 2 ° C f o r 1 m i n u t e .
T a b l e 2 ; P C R P ri m e r s U s e d f o r Q u i n o l o n e R e s i s t a n c e G e n e A m p l i fi c a t i o n
G e n e P r i m e r Se q u e n c e 5
'
t o 3
'
E x p e c t e d P r o d u c t Si z e
G Y R A A c g y r A F T C C T A T CT T G A T T A C G CC A T G 4 4 1 b a s e p a i r s
A c g y r A R C A T G C C A T A C C T A C C G C G A T
G Y R B A c g y r B F C G G A A T G C C A G G A G A A A G A 2 3 1 b a s e p a i r s
A c g y r B R G G T C A T G A T G A T G A T G T T G
P A R C E c p a r C F G T T C A G CG C C G C A T C A T C T A C 2 0 4 b a s e p a i r s
E c p a r C R T T C G G T G T A A C G C A T T G C C G C
P A R E E c p a r E F G T C C G C A T C C G C G A G G A T A C A 3 8 1 b a s e p a i r s
E c p a r E R G A Y G C C T T Y A T C C T G T G G C T G
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T e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t s o f c l a s s e s w e r e d e t e c t e d b y m u l t i p l e x PC R w i t h
t h e p ri m e r s l i s t e d i n T a bl e 3 . A s s a y s o f 3 d i s t i n c t t a r g e t s w e r e d e s i g n e d b y G u a r d a b a s s i e t a l .
1 ) T e t A a n d E , 9 5
° C f o r 5 m i n , f o l l o w e d b y 2 5 c y c l e s o f 9 5
° C f o r 30 s e c o n d s , 6 2
° C f o r 3 0
s e c o n d s , a n d 7 2
° C f o r 4 5 s e c o n d s . 2 ) T e tB a n d D , 9 5
° C f o r 5 m i n , f o l l o w e d b y 2 5 c y c l e s o f
9 5 ° C f o r 3 0 s e c o n d s , 5 7
° C f o r 3 0 s e c o n d s a n d 7 2
° C f o r 2 0 s e c o n d s . 3 ) T e t C , 9 5
° C f o r 5
m i n , f o l l o w e d b y 3 0 c y c l e s o f 9 5
° C f o r 30 s e c o n d s , 6 2
° C f o r 3 0 s e c o n d s a n d 7 2 ° C f o r 3 0
s e c o n d s .
T a b l e 3 : P C R P r im e r s U s e d f o r T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e A m p l i fi c a ti o n
G e n e P ri m e r Se q u e n c e 5
'
t o 3
'
E x p e c t e d P r o d u c t S i z e
T e t A T e t A F G T A A T T C T G A G C A C T G T C G C 2 1 1 b a s e p a i r s
T e tA R C T G C C T G G A C A A C A T T G C T T
T e t B T e tB F C T C A G T A T T C CA A G C C T T T G 3 9 1 b a s e p a i r s
T e tB R C T A A G C A C T T G T C T C C T G T T
T e t C T e t C F T CT A A C A A T G CG C T C A T C G T 89 7 b a s e p a i r s
T e t C R G G T T G A A G G C T C T C A A G G G C
T e t D T e t D F A T T A C A CT G C T G G A C G C G A T 8 4 4 b a s e p a i r s
T e t D R C T G A T C A G C A G A C A G A T T G C
T e t E T e t E F G T G A T G A T G G C A C T G G T C A T 7 4 4 b a s e p a i r s
T e t E R C T C T G C T G T A C A T C G C T C T T
A l l p ri m e r s w e r e o r d e r e d ( I n t e g r a t e d D N A T e c h n o l o g i e s , C o r a l v i l l e , l A ) a n d w e r e
d e f i n e d a s t h e D N A s e q u e n c e s p u b l i s h e d i n t h e p a p e r s b y G u a r d i b a s s i e t a l . a n d G o n i - U r ri z a
e t a l . o n QR D R a n d t e tr a c y c l i n e , r e s p e c t i v e l y . P ri m e r s w e r e s h i p p e d i n a l y o p h i l i z e d f o r m
a n d r e c o n s t i t u t e d i n t o s o l u t i o n p e r t h e m a n u f a c t u r e r
'
s di r e c t i o n s . F o r e a c h r e a c t i o n 12 . 5 p i
o f H o t S t a r t M a s t e r m i x ( Qi a g e n , V a l e n c i a , C A ) w a s v o r t e x e d w i t h a 9 . 7 p i o f R N A a n d D N A
f r e e w a t e r (Q i a ge n , V a l e n c i a , C A ) a n d 0 . 5 p i o f f o r w a r d a n d r e v e r s e p r im e r . A s p r e v i o u s l y
i n d i c a t e d , 2 p i o f b a c t e ri a l i s o l a t e w a s a d d e d t o t h e s o l u t i o n a f t e r h e a t r e l e a s e . P C R
a m p l i f i c a t i o n w a s t h e n p e r f o r m e d u s i n g th e c o n d i t i o n s d e s c r i b e d a b o v e i n a di e r m a l c y c l e r
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(P T C - 2 0 0 , M J R e s e a r c h , I n c . , W a t e r t o w n , M A . ) . T h e fi n a l v o l u m e o f e a c h r e a c t i o n w a s 2 5
p i .
4 . 5 D N A Se q u e n c i n g a n d Se q u e n c e A n a ly s i s .
P C R p r o d u c t s w e r e s e q u e n c e d u s i n g t h e f o r w a r d P C R p ri m e r a f t e r p u ri fi c a t i o n w i t h
a Q I A q u i c k PC R p u r i fi c a ti o n k i t (Q i a g e n , V a l e n c i a , C A ) . D N A w a s r e c o v e r e d f r o m e x c e s s
PC R p r o d u c t a n d u p o n p u ri fi c a t i o n , q u a n ti t a t i v e l y a n a l y z e d f o r U V fl u o r e s c e n c e t o
d e t e r m i n e t h e p r o p e r a m o u n t o f p u ri f i e d D N A t o b e i n c l u d e d i n t h e s a m p l e di a t w a s s e n t f o r
D N A s e q u e n c i n g . D N A s e q u e n c i n g w a s p e r f o r m e d a t t h e L i n e b e r g e r S e q u e n c e f a c i l i t y
(U N C c a m p u s . C h a p e l H i l l , N C ) u s i n g t h e B i g D y e T e m i n a t o r C y c l e S e q u e n c i n g R e a d y
r e a c ti o n K i t (P E A p p l i e d B i o s y s t e m s ) . M u l ti p l e a l i g n m e n t s o f n u c l e o t i d e s a n d d e d u c e d
a m i n o a c i d s e q u e n c e s w e r e g e n e r a t e d u s i n g B i o E d i t a n d c o m p a r e d t o r e f e r e n c e s t r a i n s t h a t
w e r e o b t a i n e d f r o m G e n B a n k . . T h e g y r A , g y r B , p a r C a n d p a r E n u c l e o ti d e s e q u e n c e s o f t h e
t hr e e r e f e r e n c e s t r a i n s a r e a v a i l a b l e i n t h e G e n B a n k n u c l e o t i d e s e q u e n c e d a t a b a s e w i t h t h e
f o l l o w i n g a c c e s s i o n n u m b e r s . A Y 0 27 89 9 , A Y 0 2 7 9 0 2 , A F 4 3 5 4 18 , a n d A F 4 3 5 4 2 1,
r e s p e c ti v e l y , f o r A . c a v i a e C I P 7 6 16 ; A Y 0 2 9 0 1 , A Y 0 2 7 9 0 4 , A F 4 3 5 19 , a n d A F 4 3 54 2 2 ,
r e s p e c ti v e l y , f o r A . hy dw p h i l a C IP 7 6 14 ; a n d A Y 0 2 7 9 0 0 , A Y 0 2 7 9 0 3 , A F 4 3 5 4 2 0 , a n d
A F 4 3 5 4 2 3 , r e s p e c ti v e l y , f o r A . s o b r i a C I P 7 4 3 3 .
I n o r d e r t o a n a l y z e t h e i s o l a t e s t h r o u g h s t a ti s ti c a l m e a n s , n u m be r s w e r e a s s i gn e d t o
e a c h i s o l a t e b a s e d o n t h e p r e s e n c e / a b s e n c e o f a s u b s t i t u ti o n i n g y r A p o s i ti o n 8 3 a n d p o s i t i o n
9 2 . I f th e i s o l a t e c o n t a i n e d a s u b s t i t u ti o n i n p o s i t i o n 8 3 o f t h e g y r A g e n e t h e n a s c o r e o f
"
1
"
w a s a s s i gn e d t o t h e i s o l a t e . I f t h e i s o l a t e d i d n o t c o n t a i n a m u t a t i o n t h e n a s c o r e o f
" 0 " w a s
a s s i g n e d t o t h e i s o l a t e . F u r t h e rm o r e , i f t h e i s o l a t e d i d n o t c o n t a i n a n a m i n o a c i d i n p o s i t i o n
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8 3 o f t h e g y r A g e n e b a s e d o n t h e a m p l i f i e d D N A s e q u e n c e t h e n n o s c o r e w a s a s s i g n e d .
A d d i t i o n a l l y , t h i s
"
s c o r i n g
"
s y s t e m w a s p e r f o r m e d f o r a l l i s o l a t e s i n r e l a t i o n t o t h e a m i n o
a c i d a t p o s i t i o n 9 2 . T h e i s o l a t e s c o r e s w e r e c o m p i l e d b a s e d o n s a m p l i n g l o c a t i o n . T h e p a r C
a n d p a r E g e n e s a s w e l l a s t h e f i v e T e t g e n e s d i d n o t p r o d u c e e n o u g h r e s u l t s t o w a r r a n t
s t a t i s t i c a l e v a l u a t i o n . A l l s c o r e s a s s i g n e d t o t h e i s o l a t e s c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x D .
4 . 6 St a t i s t i c a l A n a ly s i s of t h e D a t a
A l l s t a t i s t i c a l a n a l y s i s o f t h e d a t a w a s d o n e w i t h G r a p h P a d I n S t a t s o f t w a r e (G r a ph P a d
S o f t w a r e I n c . , S a n D i e g o , C a . ) . B a s e d o n t h e r e s u l t s o f t h e a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s c o r e s , i t
w a s d e c i d e d t h a t t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w o u l d b e d o n e u s i n g n o n - p a r a m e t r i c s t a t i s t i c a l t e s t s
a s t o n o t a s s u m e d a t a w a s c o l l e c t e d f r o m G a u s s i a n p o p u l a t i o n s . N o n
-
p a r a m e t r i c m o d e l s
d i f f e r f r o m p a r a m e t r i c m o d e l s i n th a t t h e m o d e l s t r u c t u r e i s n o t s p e c i fi e d a pr i o r i b u t i s
i n s t e a d d e t e r m i n e d f r o m d a t a . T h e t e r m n o n p a r a m e t r i c i s n o t m e a n t t o im p l y t h a t s u c h
m o d e l s c o m p l e t e l y l a c k p a r a m e t e r s b u t t h a t t h e n u m b e r a n d n a t u r e o f t h e p a r a m e t e r s a r e
f le x i b l e a n d n o t fi x e d i n a d v a n c e . N o n p a r a m e t r i c m o d e l s a r e t h e r e f o r e a l s o c a l l e d d i s tr i b u t i o n
f r e e .
B a s e d o n t h e v a l u e s o f th e a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s c o r e s , fi s h e r
'
s e x a c t t e s t w a s
d e t e r m i n e d t o b e t h e b e s t m e t h o d t o a n a l y z e c a t e g o r i c a l d a t a . T h i s t e s t i s a l s o r e f e r r e d t o a s a
c o n t i n g e n c y t e s t . T h e c o n t i n g e n c y t e s t s a r e u s e d t o e x a m i n e t h e s i g n i f i c a n c e o f t h e
a s s o c i a t i o n b e t w e e n t w o v a r i a b l e s i n a 2 x 2 c o n t i n g e n c y t a b l e . I n t h i s c a s e , t h e v a r i a b l e s a r e
t h e s a m p l i n g l o c a ti o n s a n d t h e p r e s e n c e /a b s e n c e o f a n a m i n o a c i d m u t a ti o n . T h r e e d i f f e r e n t
t e s t s w e r e p e r f o r m e d f o r a m i n o a c i d s u b s ti t u ti o n t r e n d s f o r b o t h p o s i ti o n 8 3 a n d 9 2 . T h e
t e s t s l o o k e d a t ( 1 ) i s o l a t e s f r o m t h e u p s t r e a m l o c a t i o n v e r s u s i s o l a t e s f r o m t h e e f fl u e n t
l o c a t i o n , (2 ) i s o l a t e s f r o m t h e u p s ti re a m l o c a ti o n v e r s u s i s o l a t e s f r o m t h e d o w n s t r e a m
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l o c a t i o n , a n d (3 ) i s o l a t e s f r o m t h e e f f l u e n t l o c a t i o n v e r s u s i s o l a t e s fr o m t h e d o w n s t r e a m
l o c a t i o n . F o r t h i s a n a l y s i s t h e H o r e p r e s e n t s t h e p r o b a b i l i t y t h a t t h e r e i s n o e f f e c t o f t he
w a s t e w a t e r e f f lu e n t o n t h e n u m b e r o f i s o l a t e s w i t h m u t a t i o n s a t p o s i t i o n 83 o r 9 2 i n t h e g y r A
g e n e o r t h a t t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e s a m p l i n g l o c a t i o n a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s c o r e s d u e
t o c h a n c e a l o n e .
P v a l u e s w e r e d e t e r m i n e d f r o m e a c h c o n t i n g e n c y t e s t a n d t h e l o w e r th e P v a l u e t h e
g r e a t e r t h e p r o b a b i l i t y t h a t t h e w a s t e w a t e r e f f l u e n t p l a y s a r o l e i n a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n a t
p o s i t i o n s 83 a n d 9 2 i n t h e g y r A g e n e o f A e r o m o n a s c o m p l e x e s . I n t h e m a j o r i t y o f l i t e r a t u r e
a n e f f e c t i s c o n s i d e r e d " s i g n i f i c a n t
"
a t P v a l u e s o f < 0 . 0 5 a n d " n o t q u i t e
"
s i g n i fi c a n t a t P
v a l u e s b e t w e e n 0 . 0 5 a n d 0 . 1 , d e p e n d i n g o n t h e n u m b e r o f o b s e r v a t i o n s .
T h e K r u s k a l - W a l l i s o n e - w a y a n a l y s i s - o f - v a ri a n c e (A N O V A ) b y - r a n k s t e s t (o r H t e s t )
i s u s e d t o d e t e r m i n e w h e th e r t h r e e o r m o r e i n d e p e n d e n t gr o u p s a r e t h e s a m e o r d i f f e r e n t o n
s o m e v a r i a b l e o f i n t e r e s t w h e n a n o r d i n a l l e v e l o f d a t a o r a n i n t e r v a l o r r a t i o l e v e l o f da t a i s
a v a i l a b l e . T h e A N O V A t e c h n i q u e i s i n t e n d e d t o p r o v i d e a s t a t i s t i c a l m e t h o d f o r a c c e p t i n g
o r r e j e c t e d t h e H o w h e n c o m p a r i n g m o r e t h a n t w o g r o u p s . T h e H o r e m a i n s u n c h a n g e d , a s t h e
f a c t o r b e i n g s t u d i e d i s t h e e f f e c t o f w a s t e w a t e r e f fl u e n t o n t h e f r e q u e n c y o f a m i n o a c i d
s u b s t i t u t i o n . T h e c o m p a r i s o n b e t w e e n t h e a c t u a l v a r i a t i o n o f t h e g r o u p a v e r a g e s a n d t h a t
e x p e c t e d i s e x p r e s s e d i n t e r m s o f t h e K W v a l u e . T h e n u l l h y p o t h e s i s H o i s t h a t v a r i a t i o n
a m o n g c o l u m n m e d i a n s i s n o t s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r t h a n e x p e c t e d b y c h a n c e . T he P v a l u e s
u s e d f o r t h e c o n t i n ge n c y t e s t s a r e a g a i n u s e d f o r t h e A N O V A a n a l y s i s . I n t h e e v e n t t h a t a P
v a l u e p r o v e s t o b e s i g n i fi c a n t i n t h e K r u s k a l - W a l l i s t e s t a p p r o p r i a t e p o s t t e s t s w i l l b e
d e t e r m i n e d a n d p e r f o r m e d .
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5 R e s u l t s ' "
5 . 1 B i o c h e m i c a l R e s u l t s a n d I s o l a t e Sp e c i a t i o n
B a s e d o n t h e p r e v i o u s s t u d y o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s s p e c i e s a n d th e
r o l e o n a n t i b i o t i c r e s i d u e i n s e d im e n t s (B r o n s t a n d , 2 0 0 3) , 15 0 i s o l a t e s w e r e s e l e c t e d t o
a m p l i fy QR D R s a n d t o d e t e r m i n e p o t e n t i a l m u t a t i o n s a s s o c i a t e d w i t h q u i n o l o n e r e s i s t a n c e .
r j ;
I n t h e o r i g i n a l s t u d y , fi f ty i s o l a t e s w e r e s e l e c t e d a t e a c h s a m p l i n g s i t e (U S , E a n d D S) a n d
s u bj e c t e d t o t h e b i o c h e m i c a l t e s t o u t l i n e d i n Ch a p t e r 3 . P C R m e t h o d s t h a t w e r e e m p l o y e d
p r o v e d t o b e u n r e l i a b l e s o b i o c h e m i c a l m e th o d s w e r e u s e d a s t h e d e t e r m i n i n g f a c t o r i n
i d e n t i fy i n g A e r o m o n a d s a n d a s s i g n i n g a
"
c o m p l e x
"
n a m e . B i o c h e m i c a l i d e n t i fi c a t i o n i s
c o n s i d e r e d > 8 5% a c c u r a t e t o t h e p h e n o s p e c i e s l e v e l (G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 ) s o t h e t e r m
' "
c o m p l e x
" i s u s e d t o d e s c r i b e A e r o m o n a s s t r a i n s r a t h e r t h a n s p e c i f i c n a m e . T h e s a m p l e s i z e
w a s b a s e d o n a n a s s u m e d d i f f e r e n c e i n p r o p o r t i o n s o f r e s i s t a n c e w i t h i n t h e b a c t e r i a l j
p o p u l a t i o n s o f 2 5 % , a n a v a l u e o f 0 . 0 1 a n d p o w e r o f 0 . 9 (B r o n s t a n d , 2 0 0 3 ) . T h e a l p h a
p a r a m e t e r d e s c r i b e s t h e p r o b a bi l i t y t h a t a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i s f o u n d b e t w e e n
t h e g r o u p s t e s t e d w h e n th e r e i s n o d i f f e r e n c e . T h e p o w e r r e p r e s e n t s t h e p r o b a b i l i t y t h a t a n
e x t a n t d i f f e r e n c e i s d e t e c t e d (B r o n s t a n d , 2 0 0 3 ) . D u e t o t h e u n a v a i l a b i l i t y o f a n o r i g i n a l
i s o l a t e u s e d i n t h e U S d a t a s e t a n a l t e r n a t e i s o l a t e w a s a d d e d t o t h e E d a t a s e t t o m a k e t h e
t o t a l n u m b e r o f i s o l a t e s e x a m i n e d i n t h i s s t u d y 15 0 . T a b l e 4 g i v e s a b r e a k d o w n o f i s o l a t e s
b y s a m p l i n g l o c a t i o n . A s u m m a r y o f t h e i s o l a t e s i d e n t i fi e d t o a c o m p l e x s o r t e d b y c o l l e c t i o n
F
s it e i s g i v e n i n T a b l e 5 . A l l b i o c h e m i c a l d a t a , s a m p l i n g d a t e s a n d i s o l a t e c o m p l e x
i d e n t i fi c a t i o n a s s o c i a t e d w i t h th e 15 0 i s o l a t e s e m p l o y e d i n t h i s s t u dy c a n b e fo u n d i n !
a p p e n d i x A .
3 4
T a b l e 4 : I s o l a t e s E m p l o y e d i n A n a l y s i s b y L o c a t i o n
U p s t r e a m (U S ) E f fl u e n t (E ) D o w n s t r e a m (D S) T o t a l
4 9 5 1 5 0 15 0
T a b l e 5 : B i o c h e m i c a l S u m m a r y b y L o c a t i o n
hy d r o p h i l l a
A
c a v i a e
A .
s o b r i a
A . hy d r o p h i l a / A
s o b r i a
N o
i de n t i t y
T o t a l
U p s t r e a m (U S ) 18 2 3 8 0 0 4 9
E f fl u e n t (E ) 3 8 0 0 5 1
D o w n s t r e am (D S) 1 1 3 4 5 0
T o t a l 3 3 9 5 17 15 0
1 7
,
1 1%
3 3
,
2 2 %
r f
4
. 3 %
1
,
1%
■ A H yd r o p h i l a
■ A C a v i a e
D A S o b ri a
a A H yd r o p h i la / A S o b ri a
■ n o t Id e n t i fi e d
i i
'
9 5
,
6 3 %
F i g u r e 2 : A l l I s o l a t e s E m p l o y e d i n S t u d y I d e n t i f i e d b y C o m p l e x
F i gu r e 2 s h o w s a d i a g r a m o f t h e 15 0 i s o la t e s a n a l y z e d i n t h i s s t u d y . T h e
m aj o r i t y (6 3 % ) o f t h e i s o l a t e s w e r e i d e n t i fi e d t o t h e A e r o m o n a s c a v i a e c o m p l e x f o l l o w e d t h e
h y A e r o m o n a s hy d r o p h i l l a (2 2%) a n d A e r o m o n a s s o b r i a ( 1 1% ) c o m p l e x e s . F o r 3% o f th e
i s o l a t e s
,
n o c o m p l e x w a s a b l e t o b e d e t e r m i n e d .
F i g u r e 3 s h o w s t h e n u m b e r o f i s o l a t e s b y l o c a t i o n t h a t w e r e c o n f i r m e d
th r o u g h P C R a n a l y s i s t o h a v e t h e g y r A , gy r B , p a r C a n d p a r E g e n e s . T h e g y r B g e n e w a s
c o n fi r m e d i n t h e l a r g e s t n u m b e r o f i s o l a t e s (8 3% ) a t e a c h o f t h e t h r e e s a m p l i n g l o c a t i o n s
3 5
f o l l o w e d b y t h e g y r A g e n e (6 6 % ) m i d p a r E g e n e (3 2 % ) . O n l y 6 % o f a l l t h e i s o l a t e s h a d a n
i
a m p l i fi a b l e / ? a r C r e g i o n . S i n c e a l l A e r o m o n a s s p e c i e s c a r r y DN A g y r a s e a n d t o p o i s e m e r a s e
I V , t h e i s o l a t e s t h a t d i d n o t e x h i b i t a n a m p l i fi e d r e g i o n o f t h e a n y o f t h e f o u r g e n e s e x a m i n e d
e i t h e r d i d n o t b e l o n g t o t h e g e n u s A e r o m o n a s o r t h e p r im e r u s e d i n t h e a m p l i fi c a t i o n p r o c e s s
w a s t o o s p e c i fi c a n d d i d n o t r e c o g n i z e t h e g y r A , g y r B , p a r C a n d p a r E g e n e s . T a b l e 7 g i v e s a
s u m m a r y o f a m p l i fi a b l e QR D R s i n r e l a t i o n t o t h e c o m p l e x d e t e r m i n e d th r o u gh b i o c h e m i c a l
m e t h o d s . T h e P C R a m p l i f i c a t i o n r e s u l t s f o r e a c h o f t h e s p e c i fi c i s o l a t e s c a n b e f o u n d i n
A p p e n d i x B . j
- ' i : : ^ : [ .
'
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5 . 2 QR D R A m p l ifi c a t i o n R e s u l t s
0 0 %
Up s t r e a m Efl u e n t Do w n s t r e a m
p G Y R A
■ G Y R B
□ P A R C
Q P A R E
m G Y P A ;
■ G Y R B
D P A R C
Ia P A R E
F i g u r e 3 : I s o l a t e s C a r r y in g Q R D R s A s s o c i a t e d w i t h Qu i n o l o n e R e s i s t a n c e
T a b l e 6 : I s o l a t e s C a r r y i n g QR D R s i n R e l a t i o n t o C o m p l e x
A hy d r o p h i l l a A
c a v i a e
A
s o b r i a
A . hy dr o p h i l a / A
s o b r i a
N o
i d e n t i t y
T o t a l
g y r A
gy r B
p a r C
p a r E
2 3
_
3 0
7 2
12 5
0 9 9
12 5
4 8
- 3 6
:; f *
- I n t h e p r e v i o u s s t u d y (B r o n s t a d , 2 0 0 5 ) p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e t e s t i n g fo r c i p r o fl o x a c i n
w a s d o n e o n a l l 15 0 i s o l a t e s e m p l o y e d i n t h i s s t u d y . N o n e o f t h e 15 0 i s o l a t e s d i s p l a y e d a n y
l e v e l o f r e s i s t a n c e t o c i p r o fl o x a c i n w h i c h m a k e s m e a s u r i n g t h e p r e d i c t i v e a b i l i t y o f g e n e t i c
a n a l y s i s f o r p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e d i f fi c u l t . D e s p i t e t h i s , q u i n o l o n e r e s i s t a n c e h a s b e e n
a s s o c i a t e d w i t h m u t a t i o n s QR D R o f t h e g y r A a n d p a r C g e n e s o i A e r o m o n a s s p e c i e s (G o n i -
U r r i z a
,
e t a l .
,
2 0 0 2 ; S i n h a e t a l . , 2 0 04 ) . Sp e c i fi c m u t a t i o n s t h a t a r e im p l e m e n t e d i n a n t i b i o t i c
r e s i s t a n c e a r e p o s i t i o n 8 3 i n t h e gy r A r e g i o n a n d p o s i t i o n 8 0 i n Xh e p a r C r e g i o n . D o u b l e
m u t a t i o n s (m u t a t i o n s i n b o t h g y r A p o s i t i o n 8 3 a n d p a r C p o s i t i o n 8 0) h a v e b e e n s h o w n t o
h a v e a h i g h e r r e s i s t a n c e t o q u i n o l o n e s t h a n a s i n g l e m u t a t i o n a t g y r A p o s i t i o n 83 (G o n i -
U r r i z a
,
e t a l .
,
2 0 0 2 ) . A d d i t i o n a l l y , G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 r e p o r t t h a t m u t a t i o n s i t t h e g y r A
p o s i t i o n 9 2 a n d p a r C p o s i t i o n 8 4 m a y c o n t r i b u t e t o a n i n c r e a s e i n q u i n o l o n e r e s i s t a n c e a s
w e l l (G o n i - U r r i z a e t a l . , 2 0 0 2 ) . Se q u e n c i n g w a s d o n e o n a l l o f t h e g y r A a n d p a r C g e n e s a n d
a m i n o a c i d s e q u e n c e s w e r e d e d u c e d f r o m t h e D N A s e q u e n c e d a t a i n o r d e r t o i n v e s t i g a t e
s p e c i f i c m u t a t i o n s i n t h e l o c a t i o n s de s c r i b e d a b o v e . M u t a t i o n s i n t h e g y r B a n d p a r E g e n e s
h a v e n o t be e n a s s o c i a t e d w i t h q u i n o l o n e r e s i s t a n c e (G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 3 ; S i n h a e t a l . ,
2 0 0 4 ) a n d s e qu e n c i n g o f t h e s e g e n e s w e r e d o n e o n o n l y a p p r o x im a t e l y 5% o f t h e i s o l a t e s a s
a c o n fi r m a t o r y s t e p . T a b l e 8 c o n t a i n s t h e 2 0 a m i n o a c i d s , t h e i r a b b r e v i a t i o n s a n d a s s o c ia t e d
D N A s e q u e n c e s .
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T a b l e 7 : A m i n o A c i d A b b r e v i a t i o n s a n d t h e A s s o c i a t e d D N A S e q u e n c e s
A m i n o A c i d
I s o l e u c i n e
L e u c i n e
V a l i n e
P h e n y l a l a n i n e
M e t h i o n i n e
C y s t e i n e
A l a n i n e
G l y c i n e
P r o l i n e
T h r e o n i n e
Se r i n e
T y r o s i n e
T r y p t o p h a n
G l u t a m i n e
A s p a r a g i n e
H i s t i d i n e
G l u t a m i c a c i d
A s p a r t i c a c i d
L y s i n e
A r g i n in e
A b b r e v i a t i o n A s s o c i a t e d D N A s e q u e n c e s
I
M
G
Y
W
Q
N
H
D
K
R
A T T
, A T C , A T A
C T T
,
C T C , C T A , C T G , T T A , T T G
G T T
, G T C , G T A , G T G
T T T
,
T T C
A T G
T G T
,
T G C
G C T
, G C C , G C A , G C G
G G T
,
G G C , G G A , G G G
C C T
,
C C C
,
C CA
,
C C G
A C T
,
A C C
,
A C A
,
A C G
T CT
,
T C C
,
T C A
,
T C G
,
A G T , A G C
T A T , T A C
T G G
C A A
, C A G
A A T
.
A A C
C A T , C A C
G A A
,
G A G
G A T
,
G A C
A A A
. A A G
C G T
,
C G C
,
C G A
,
C G G
,
A G A
,
A G G
5 . 3 A m i n o A c i d D a t a a n d g y r A Su b s t i t u t i o n R e s u l t s
F i gu r e s 4 a n d 5 d i s p l a y t h e p e r c e n t o f i s o l a t e s w i t h a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s a t
p o s it i o n s 8 3 a n d 9 2 i n t h e g y r A g e n e f o r s a m p l i n g l o c a t i o n s a n d A e r o m o n a s c o m p l e x e s ,
r e s p e c t i v e l y . T h e i s o l a t e s f r o m th e e f f lu e n t s a m p l e s s h o w e d th e l a r g e s t p e r c e n t a g e o f am i n o
a c i d s u b s t i t u t i o n i n b o t h p o s i t i o n 8 3 a n d 9 2 o f t h e g y r A g e n e . A d d i t i o n a l l y , t h e A . hy d r o p h i l a
c o m p l e x e s c o n t a i n e d a l a r g e r p e r c e n t a g e o f a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n a t b o t h p o s i t i o n 8 3 a n d
p o s i t i o n 9 2 i n t h e g y r A g e n e . T a b l e s 9 a n d 10 g i v e a n u m e r i c r e p r e s e n t a t i o n r a t h e r t h a n a
1
I
p e r c e n t a g e o f t h e n u m b e r o f a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s b y s a m p l i n g l o c a t i o n a n d c o m p l e x ,
r e s p e c t i v e l y .
3 8
10 0 %
H P 0 S 8 3
10 0 %PD S 9 2
S a m p l i n g L o c a tBo n
I P e s 8 3 ;
I P CS 9 2 1
F i g u r e 4 : A m i n o A c i d S u b s t i t u t i o n b y L o c a t i o n
T a b l e 8 ; A m i n o A c i d S u b s t i t u t i o n b y L o c a t i o n
U S D S M e a n
P o s i t i o n 8 3 8 0 9 3 7 3 8 2
P o s i t i o n 9 2 89 9 9 82 9 0
I A H y d r o p h i la
I A C a v ia e
P o s 8 3
9 2 %
79 %
Po s 9 2
10 0 %
8 7 %
gy r A po s i t i o n
5 0 %
I A H y d r o p h i l a
I A C a v i a e ■
F i g u r e 5 : A m i n o A c i d Su b s t i t u t i o n b y C o m p l e x
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T a b l e 9 ; A m i n o A c i d S u b s t i t u t i o n b y C o m p l e x
A . hy d r o p h i l a A c a v i a e
P o s i t i o n 8 3 2 2 2 4
Po s it i o n 9 2 5 6 86
B o t h G o n i - U r r i z a e t a l . , a n d Si n h a e t a l . , c i t e a s e r i n e t o i s o l e u c i n e m u t a t i o n a t
p o s i t i o n 8 3 i n t h e g y r A g e n e a s t h e m o s t l i k e l y c a u s e o f q u i n o l o n e r e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s
s p e c i e s . H o w e v e r , b o t h i n v e s t i g a t i o n s n o t e a d d it i o n a l a m i n o a c i d m u t a t i o n s in p o s i t i o n 8 3
t h a t c o n t r i b u t e t o q u i n o l o n e r e s i s t a n c e . 8 3% o f t h e 9 9 i s o l a t e s fr o m M o r g a n C r e e k t h a t h a d
a n a m p l i f i a b l e g y r A r e g i o n c o n t a i n e d a n a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n a t p o s i t i o n 83 i n t h e g y r A
g e n e . T h e m o s t p r e v a l e n t s u b s t i t u t i o n a t p o s it i o n 8 3 i n t h e g y r A s u b u n i t f o r t h e e n t i r e i s o l a t e
s e t w a s a g l y c i n e s u b s t i t u t i o n . H o w e v e r , a l a r g e v a r i a t i o n w a s o b s e r v e d i n t h e s u b s t i t u t i o n
p a t t e r n b o t h i n t h e t y p e s o f a m i n o a c i d s a n d i n t h e s a m p l i n g l o c a t i o n s . T h i s i s d i s p l a y e d i n
F i g u r e 6 . A p p e n d i x C c o n t a i n s a m i n o a c i d i d e n t i t i e s o f a l l t h e i s o l a t e s f o r b o t h p o s i t i o n 8 3
a n d p o s i t i o n 9 2 o f g y r ^ g e n e s .
H J
A C D E F G H I K L M N P Q R T V W Y X
A n in o A a d '
'
M ' >
F i g u r e 6 : A m i n o A c i d s s u b s t i t u t i o n b y l o c a t i o n i n P o s i t i o n 8 3 gy r A
4 0
T h e G o n i - U r r i z a , e t a l . (2 0 0 3 ) s t u d y a l s o m a k e s r e f e r e n c e t o a m u t a t i o n a t p o s i t i o n 92
o f t h e g y r A g e n e p o s s i b l y c o n t r i bu t m g t o a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a s a s i g n i fi c a n t p o r t i o n o f t h e
i s o l a t e s e m p l o y e d i n t h a t p a r t i c u l a r s t u d y c o n t a i n e d s u b s t i t u t i o n s , e s p e c i a l l y i n t h e
A e r o m o n a s hy d r o p h i l a i s o l a t e s . T h e M o r g a n C r e e k i s o l a t e s c o n t a i n e d a s u b s t i t u t i o n a t
p o s it i o n 92 i n 9 1% o f t h e i s o l a t e s t h a t c o n t a i n e d a n a m p l i fi a b l e g y r A r e g i o n . Th i s w a s
d e t e r m i n e d b y c o m p a r i n g a m i n o a c i d s e q u e n c e s t o r e f e r e n c e s t a i n s i n t h e G o n i - U r r i z a , e t a l . ,
( 20 0 3) s t u d y . W h i l e s i g n i fi c a n t , t h e r e i s n o t s u f fi c i e n t p u b l i s h e d e v i d e n c e t o i m p l i c a t e t h e s e
s u b s t i t u t i o n s i n q u i n o l o n e r e s i s t a n c e a s t h e y o ft e n c o i n c i d e w i t h a s u b s t i t u t i o n i n p o s i t i o n 8 3
o f t h e g )r / 4 g e n e .
i fl L i m i l l iw w i M i n L i i l ItL . _ _
iS lVte n
Ib UB
|d e
F i g u r e 7 : A m i n o A c i d S u b s t i t u t i o n b y l o c a t i o n i n P o s 9 2 g y r A
5 . 4 A m i n o A c id D a t a a n d p a r C Su b s t i t u t i o n R e s u l t s - ^ ^ f . l i J/
A s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y , a s m a l l p o r t i o n o f t h e i s o l a t e s w e r e d e t e r m i n e d t o h a v e a
p a r C g e n e t h a t c o u l d b e a m p l i fi e d v i a P C R (T a b l e 6 ) . I n t o t a l , o n l y n i n e o f t h e 15 0 i s o l a t e s
c o n t a i n e d a m p l i fi a b l e / j a r C r e g i o n s w i t h o n l y t w o o f t h e n i n e c o n t a i n i n g d e t e r m i n a b l e a m i n o
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a c i d s i n t h e t w o p o s i t i o n s o f i n t e r e s t ( p o s i t i o n 8 0 a n d p o si t i o n 8 4 ) . H o w e v e r , t h e t w o i s o l a t e s
t h a t c o n t a i n e d d e t e r m i n a b l e a m i n o a c i d s i n p o s i t i o n s 80 a n d 8 4 c o n t a i n e d s u b s t i t u t i o n s w h e n
a n a l y z e d a g a i n s t t h e r e f e r e n c e s t r a i n s i n b o t h t h e G o n i - U r r i z a e t a l . (2 0 0 2 ) , a n d Si n h a , e t a l .
(2 00 4 ) s t u d i e s w h i c h c o n t a i n e d a s e r i n e a t p o s i t i o n 80 a n d a g l u t a m i c a c i d a n d p o s i t i o n 8 4 .
T a b l e 10 : I s o l a t e s w i t h A m p l i f i a b i e p a r C G e n e a n d A m i n o A c i d s a t P o s i t i o n s 8 0 a n d
8 4
I s o l a t e P o s i t i o n 80 P o s i t i o n 8 4
M C 3 D S l 4
M C 3 D S 1 1 1 X
MC 3 D S l 1 2 X X
M C 5 D S 2 12 X
M C 5 D S 2 13 X X
M C 4 E 2 1 X X
M C 5 E 2 1 X X
M C 3 U S 1 10 V
M C 4 U S 1 4 X X
5 . 5 T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e A mp l ifi c a t i o n R e s u l t s
T h e PC R a s s a y f o r t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s w a s n o t a b l e t o d e t e c t a n y o f t h e fi v e
g e n e s l o o k e d a t i n t h i s i n v e s t i g a t i o n . N u m e r o u s a t t e m p t s w e r e m a de t o d e v e l o p p o s i t i v e
c o n t r o l s th r o u g h A e r o m o n a s s t r a i n s t h a t d e m o n s t r a t e d p h e n o t y p i c a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e t o
t e t r a c y c l i n e . A d d i t i o n a l l y , e f f o r t s w e r e m a d e t o m a k e a l t e r a t i o n s ( a n n e a l i n g t i m e s , a n n e a l i n g
t e m p e r a t u r e s , n u m b e r o f P C R c y c l e s ) t o t h e P C R m e th o d i n a h o p e o f d e v e l o p i n g a p o s i ti v e
c o n t r o l . T h e s e a l t e r a t i o n s p r o v e d t o b e u n h e l p f u l i n d e v e l o p i n g a p o s i t i v e r e s u l t f o r a n y o f
t h e t e t g e n e s . St r a i n s w e r e g a t h e r e d f r o m b o t h U N C C h a p e l H i l l a s w e l l a s T h e C e n t e r s f o r
D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n i n A t l a n t a . T a b l e 7 d i sp l a y s t h e r e s u l t s o f t h e 3 1 M o r g a n
c r e e k i s o l a t e s i n v e s t i g a t e d i n 2 0 0 3 t h a t s h o w e d p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e t o t e t r a c y c l i n e . T h e s e
i s o l a t e s e i t h e r c o n t a i n t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s o t h e r t h a n t h e f i v e i n v e s t i g a t e d i n t h e
s t u d y o r t h e p r i m e r s u s e d t o a m p l i f y t h e t e t g e n e s w a s n o t a p p r o p r i a t e .
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T a b l e 1 1 : T e t G e n e R e s u l t s
I s o l a t e T e t A T e t B T e t C T e t D T e t E
M C 3 U S l 13
MC 4 U S 1 16
MC 3 E 2 6
MC 3 E 2 7
MC 3 E 2 10
M C 3 E 2 16
M C 4 E l 4
M C 4 E l 7
M C 4 E 2 1
M C 4 E 2 2
M C 4 E 2 5
M C 4 E 2 8
M C 5 E l 12
M C 5 E 2 1
M C 5 E 2 6
M C 3 D S l 1
M C 3 D S 1 14
M C 3 D S 1 16
M C 3 D S 2 5
M C 3 D S 2 10
M C 3 D S2 16
M C 4 D S 2 4
M C 4 D S 2 6
MC 4 D S 2 9
M C 5 D S l 5
MC 5 D S 1 1 1
M C 5 D S 2 1
M C 5 D S 2 8
M C 5 D S 2 10
M C 5 D S2 13
M C 5 D S2 1 6
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5 . 6 H o m o l o g y o f a m p l if i e d QR D R s
T h e c o l l e c t i o n o f t h e 15 0 M o r g a n C r e e k i s o l a t e s w i t h a m p l i f i a b l e QR D R s w a s
c o m p a r e d t o A e r o m o n a s s t r a i n s f r o m t h e G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 c o l l e c t i o n v i a t h e N C B I
B l a s t p r o g r a m . B y c o m p a r i n g t h e M o r g a n C r e e k i s o l a t e s t o t h e r e f e r e n c e s t r a i n s t h e ge n u s o f
t h e i s o l a t e s w a s c o n f i r m e d a n d t h e h o m o l o g y o f t h e a m p l i f i e d g e n e s w i t h i n t h e i s o l a t e s c o u l d
b e c o m p a r e d w i t h a m p l i e d g e n e s i n t h e r e f e r e n c e s t r a i n s . I f t h e i s o l a t e c o n t a i n e d r e g i o n s t h a t
c o u l d b e a m p l i f i e d f o r a n y o f t h e f o u r g e n e s {g y r A , g y r B , p a r C o r p a r E ) t h e n t h e h o m o l o g y
w a s o v e r 8 0 % w i t h a t l e a s t o n e o f t h e t h r e e r e f e r e n c e s t r a i n s . I n m o s t c a s e s t h e a m p l i fi e d
g e n e s s h o w e d o v e r 80 % h o m o l o g y w i t h a l l t h r e e r e f e r e n c e s t r a i n s . A s u m m a r y o f t h i s d a t a
c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x C .
6 A n a l y s i s a n d D i s c u s s i o n
6 . 1 A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e D a t a a n d St a t i s t i c a l A n a l y s i s
T h e r i s e o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e o f b a c t e r i a c o l o n i z i n g o r i n f e c t i n g h u m a n s a n d a n i m a l
o r r e l e a s e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t h a s b e e n o n e o f t h e m aj o r c o n c e r n s i n p u b l i c h e a l t h f o r
y e a r s . W h i l e m a n y a d v a n c e s h a v e b e e n m a d e i n i d e n t i f y i n g t h e s o u r c e s a n d c o n d i t i o n s t h a t
r e s u l t i n t h e a c q u i s i t i o n o f r e s i s t a n c e t r a i t s a n d t h e i r m e c h a n i s m s b y b a c t e r i a , t h e v a s t
m a j o r i t y o f r e p o r t s i n t h e l i t e r a t u r e h a v e n o t b e e n a b l e t o a s s o c i a t e s p e c i f i c t r a i t s o r t h e
m e c h a n i s m s o f r e s i s t a n t b a c t e r i a f o u n d i n t h e e n v i r o n m e n t w i t h t h e s o u r c e s a n d p a t h w a y s o f
s u c h r e s i s t a n c e . M u c h h a s y e t t o be d e t e r m i n e d w i th r e s p e c t t o t h e i m p a c t s a n t i b i o t i c s h a v e
o n b a c t e ri a w h e n t h e a n t i b i o t i c s a r e i n t r o d u c e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t a t l o w e r l e v e l s t h a n
fo u n d i n h o s p i t a l s a n d i n a g ri c u l t u r e a s w e l l a s h o w t h e r e s i s t a n c e g e n e s pr e s e n t i n
e n v i r o n m e n t a l b a c t e ri a i n t e r a c t w i t h o t h e r b a c t e ri a i n t h e e n v i r o n m e n t . T h e f o l l o w i n g
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a n a l y s i s a n d d i s c u s s i o n s e e k s t o e x p l o r e t h e t o p i c o f t h e o c c u r r e n c e o f r e s i s t a n c e i n
e n v i r o n m e n t a l b a c t e ri a a n d i t s p o s s i b l e s o u r c e s o r a c q u i s i t i o n u s i n g t h e n e w d a t a g e n e r a t e d
b y t h i s s t u d y . T h e p u r p o s e i s t o e x a m i n e t h e c u r r e n t l y p o o r l y u n d e r s t o o d m e c h a n i s m s t h a t
a r e a s s o c i a t e d w i t h t h e p r e s e n c e a n d a c q u i s i t i o n o f r e s i s t a n c e f o u n d i n e n v i r o n m e n t a l b a c t e ri a
im p a c t e d b y p o t e n t i a l s o u r c e s o f t h e s e b a c t e ri a a n d t h e a n t i b i o t i c s t o w h i c h t h e y h a v e
r e s i s t a n c e .
T h e a r i t h m e t i c m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f t h e a s s o c i a t e d a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n
s c o r e (f r e q u e n c i e s o f am i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s ) w a s d e t e r m i n e d f o r e a c h a m i n o a c i d p o s i t i o n
a n d e a c h s a m p l e l o c a t i o n a n d i s p r e s e n t e d i n T a b l e 8 . T h e d a t a s h o w s h i g h e r a m i n o a c i d
s u b s t i t u t i o n s c o r e s (f r e q u e n c i e s ) f o r b o t h p o s i t i o n s 8 3 a n d 9 2 o f t h e g y r A g e n e i n t h e e f f l u e n t
(E ) i s o l a t e s c o m p a r e d t o t h e u p s t r e a m (U S ) a n d d o w n s t r e a m (D S) i s o l a t e s . F u r t h e r s t a t i s t i c a l
a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e t h e s i gn i f i c a n c e o f t h e d a t a .
T a b l e 12 : C o m p a r i s o n o f A m i n o A c i d Su b s t i t u ti o n S c o r e s w i t h i n P o s i ti o n 8 3 a n d 9 2
o f t h e g y r A G e n e
P o s i t i o n 8 3
U S D S
M e a n 0 . 7 4 1 0 . 9 3 1 0 . 7 2 7
S t a n d a r d D e v i a t i o n 0 . 4 4 7 0 . 2 5 8 0 . 4 5 2
P o s i t i o n 9 2
U S D S
M e a n 0 . 8 9 7 1 . 0 0 0 0 . 8 2 9
St a n d a r d D e v i a t i o n 0 . 3 10 0 . 0 0 0 0 . 3 8 2
T a b l e 13 : P a n d O d d s R a ti o V a l u e s f o r C o n t i n g e n c y A n a l y s i s (F i s h e r
'
s E x a c t T e s t )
o f M u t a t i o n s i n P o s i ti o n 8 3 o f t h e g y r A G e n e B e tw e e n S a m p l i n g S t a t i o n s
U S/E U S/D S E / D S
O d d s R a t i o (9 5 % C I ) 4 . 7 3
0 . 0 7 3
0 . 9 3
1 . 0
0 . 19
0 . 0 4 8
4 5 -
T a b l e 1 4 : P a n d O d d s R a t i o V a l u e s f o r C o n ti n g e n c y A n a l y s i s (F i s h e r
'
s E x a c t t e s t ) o f
M u t a ti o n s i n P o s i t i o n 9 2 o f t h e Gy r A G e n e B e t w e e n S a m p i n g S t a t i o n s
U S/E U S/ D S E / D S
O d d s R a t i o (9 5% C I ) 7 5 3 1. 7 9 12 . 5 6
0 . 2 3 7 0 . 4 9 4 0 . 0 2 9
6 . 1 . 1 C o n t i n g e n c y t e s t s of s a mp l e s t a t i o n p a i r s o f e a c h a m i n o a c i d p o s i t i o n
C o n t i n g e n c y t e s t s w e r e p e r f o r m e d o n t h r e e s t r e a m s a m p l e l o c a t i o n p a iri n g s u s i n g t h e
s c o r e s a s s i g n e d t o t h e i s o l a t e s ba s e d o n a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n i n a n a t t e m p t t o d e t e r m i n e i f
t h e r e i s a s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e f r e q u e n c i e s o f a m u t a t i o n a t a n a m i n o a c i d
p o s i t i o n . T h e r e s u l t s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e s 9 a n d 10 .
T h e p u r p o s e o f t h e c o n t i n g e n c y t e s t s w a s t o q u a n t i f y t h e d e g r e e t o w hi c h d i f f e r e n c e s
i n f r e q u e n c i e s o f m u t a t i o n s a r e d u e t o r a n d o m c h a n c e o r a r e s i gn i f i c a n t l y d i f f e r e n t i n s u c h a
w a y t h a t a n e n v i r o n m e n t a l s o u r c e i s c a u s i n g a n e f f e c t w i t h i n t h e g r o u p s (s a m p l e t y p e ) . I n
t h i s s t u d y , t h e i m p a c t o f w a s t e w a t e r p r e s e n c e w a s b e i n g i n v e s t i g a t e d f o r t h e r o l e i t p l a y s i n
a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n a t p o s i t i o n s 8 3 a n d 9 2 i n t h e g y r A g e n e . T h e H o w a s c r e a t e d t o d e fi n e
t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e s a m p l i n g l o c a t i o n a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s c o r e s d u e t o c h a n c e
a l o n e . A s a r e s u l t , t h e P v a l u e s i n T a b l e s 9 a n d 10 r e p r e s e n t t h e p o s s i b i l i t y o f d i f f e r e n c e s i n
s a m p l e l o c a t i o n am i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s c o r e s a s s u m i n g H o . T h u s , t h e l o w e r t h e P v a l u e t h e
g r e a t e r t h e pr o b a b i l i t y t h a t t h e w a s t e w a t e r e f f l u e n t p l a y s a r o l e i n a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n a t
p o s i t i o n s 83 a n d 9 2 i n t h e g y r A g e n e o f A e r o m o n a s c o m p l e x e s . I n t h e m aj o r i t y o f l i t e r a t u r e
a n e f f e c t i s c o n s i d e r e d
"
s i g n i f i c a n t
"
a t P v a l u e s o f < 0 . 0 5 a n d
"
n o t q u i t e
"
s i g n i fi c a n t a t P
v a l u e s b e t w e e n 0 . 0 5 a n d 0 . 1, d e p e n d i n g o n t h e n u m b e r o f o b e r v a t i o n s . T h e d a t a i n T a b l e s 9
a n d 10 s h o w s o m e d i f f e r e n c e s i n m u t a t i o n f r e q u e n c i e s b e t w e e n t h e e f f l u e n t i s o l a t e s a n d b o t h
u p s t r e a m a n d d o w n s t r e a m i s o l a t e s a t b o t h p o s i t i o n 8 3 a n d 9 2 . F o r a m i n o a c i d p o s i t i o n 8 3 ,
t h e d i f f e r e n c e i n i s o l a t e m u t a t i o n f r e q u e n c y b e t w e e n t h e e f f l u e n t i s o l a t e s a n d t h e u p s t r e a m
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i s o l a t e s w a s s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) a n d f o r t h e di f f e r e n c e b e t w e e n t h e e fl u e n t
i s o l a t e d a n d d o w n s t r e a m i s o l a t e s i t w a s n o t q u i t e s i g n i fi c a n t (p = 0 . 7 3) . I n c o n t r a s t , t h e P
v a l u e f o r s c o r e s c o m p a r i n g U S a n d D S i s o l a t e s i s c l e a r l y n o t s i g n i fi c a n t a t P = 1 . 0 . F o r am i n o
a c i d p o s i t i o n 9 2 , t h e d i f f e r e n c e i n i s o l a t e m u t a t i o n f r e q u e n c y b e t w e e n t h e e f f l u e n t i s o l a t e s
a n d t h e u p s t r e a m i s o l a t e s w a s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t (p = 0 . 2 3 7 ) b u t f o r t he d i f f e r e n c e
b e t w e e n t h e e f fl u e n t i s o l a t e s a n d d o w n s t r e a m i s o l a t e s i t w a s s i g n i fi c a n t a t p = 0 . 0 2 9 ) . I n
c o n t r a s t , t h e P v a l u e f o r c o m p a r i n g t h e s c o r e s o f U S a n d D S i s o l a t e s i s c l e a r l y n o t s i g n i fi c a n t
a t P = 0 . 4 9 4 . T h e r e s u l t s f o r t h e c o n t i n g e n c y a n a l y s i s s a m p l e s t a ti o n p a i r s o f a m i n o a c i d
m u t a t i o n s a t p o s i t i o n s 8 3 a n d 9 2 a r e p r o v i d e d i n A p p e n di x C
T h e h y p o t h e s i z e d o u t c o m e w a s t h a t t h e r e w o u l d b e a g r e a t e r l i k e l i h o o d s t a ti s ti c a l l y
s i g n i fi c a n c e d i f f e r e n c e s i n s a m p l e p a i r s w h e n c o m p a r i n g e f fl u e n t i s o l a t e s w i t h b o t h t h e
u p s t r e a m i s o l a t e s a n d d o w n s t r e a m sa m p l e s . T h i s w a s s o m e ti m e s t h e c a s e b u t n o t a l w a y s . A s
a r e s u l t , t h e r o l e o f w a s t e w a t e r e f fl u e n t i s n o t a s c l e a r an d r e q u i r e s f u r t h e r d i s c u s s i o n .
6 . 1 . 2 A N O VA s of A m i n o A c i d Su b s t i t u t i o n Sc o r e s
A n o n - p a r a m e t r i c o n e - w a y a n a l y s i s o f v a r i a n c e , th e K r u s k a l - W a l l i s t e s t , w a s
p e r f o r m e d o n t h e m e a n a m i n o a c i d s u b s ti t u ti o n s c o r e s o f p o s i ti o n 8 3 f o r t h e u p s t r e a m ,
e f fl u e n t a n d d o w n s t r e a m i s o l a t e s . A n o t h e r n o n - p a r a m e t r i c o n e - w a y a n a l y s i s o f v a r i a n c e
(K r u s k a l - W a l l i s t e s t ) w a s p e r f o r m e d o n t h e m e a n a m i n o a c i d s u b s ti t u t i o n s c o r e s o f p o s i t i o n
9 2 f o r a l l t hr e e s a m p l i n g l o c a t i o n s . T h e A N O V A t e c h n i q u e i s i n t e n d e d t o p r o v i d e a
s t a ti s t i c a l m e t h o d f o r a c c e p ti n g o r r e j e c t e d t h e H o w h e n c o m p a ri n g m o r e t h a n t w o g r o u p s .
T h e c o m p a r i s o n b e t w e e n t h e a c t u a l v a ri a ti o n o f t h e g r o u p a v e r a g e s a n d t h a t e x p e c t e d i s
e x p r e s s e d i n t e r m s o f t h e K W v a l u e . T h e n u l l h y p o t h e s i s H o i s t h a t v a r i a ti o n a m o n g c o l u m n
m e d i a n s i s n o t s i g n i fi c a n t l y g r e a t e r t h a n e x p e c t e d b y c h a n c e . A P v a l u e i s c a l c u l a t e d t o
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d e t e r m i n e t h e l e v e l o f s i g n i f i c a n c e a n d p r o v i d e f u r t h e r d a t a a s t o a c c e p t i n g o r r e j e c t i n g t h e
H o . T h e P v a l u e f o r t h e t h r e e g r o u p s w i t h r e g a r d t o p o s i t i o n 8 3 i s 0 . 0 9 4 , w h i c h i s n o t q u i t e
s i g n i f i c a n t . T h e P v a l u e f o r t h e t h r e e g r o u p s w i t h r e g a r d t o p o s i t i o n 9 2 i s 0 . 0 7 7 w h i c h i s a l s o
n o t q u i t e s i g n i fi c a n t . T h e s e r e s u l t s im p l y t h a t t h e l e v e l o f s i g n i fi c a n c e b e tw e e n t h e t h r e e
s a m p l i n g l o c a t i o n s f o r b o t h a m i n o a c i d p o s i t i o n s i s n o t q u i t e s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t a s
h y p o t h e s i z e d a n d t h a t t h e n u l l h y p o t h e s i s c a n n o t b e r e j e c t e d . T h e d e t a i l e d r e s u l t s o f t h e
d e s c r i be d s t a t i s t i c a l a n a l y s e s c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x E .
6 2 D i s c u s s i o n
T h e d e s c r i b e d s t a t i s t i c a l a n a l y s i s i n d i c a t e s t h a t t he r e i s a p o s i t i v e b u t n o t a l w a y s
s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t a s s o c i a t i o n b e t w e e n t h e w a s t e w a t e r e f fl u e n t s o u r c e i n M o r g a n C r e e k
a n d a n i n c r e a s e d fr e q u e n c y i n a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s o f i n t e r e s t i n t h e g y r A g e n e o f
s e d im e n t i s o l a t e s i n A e r o m o n a s c o m p l e x e s . T h e d a t a a l s o s h o w s th a t t h e r e i s a l a r g e
p r o p o r t i o n o i A e r o m o n a s c o m p l e x i s o l a t e s i n a l l t h r e e s a m p l i n g l o c a t i o n s w i t h a m i n o a c i d
s u b s t i t u t i o n s i n t h e g y r A g e n e t h a t h a s b e e n i d e n t i f i e d a s t h e p r o b a b l e c a u s e o f q u i n o l o n e
r e s i s t a n c e . T h e q u e s t i o n r e m a i n s a s t o a c t u a l s o u r c e a n d c a u s e o f th e a m i n o a c i d
s u b s t i t u t i o n s i n t h e A e r o m o n a s i s o l a t e s f r o m M o r g a n C r e e k s e d i m e n t s . T h e w a s t e w a t e r
e f fl u e n t m a y p l a y a r o l e a s t h e s o u r c e o f t h e s e i s o l a te s o r t h e s o u r c e o f t h e a n t i bi o t i c r e s i d u e
p r o v i d i n g t h e s e l e c t i v e p r e s s u r e f o r t h e e m e r g e n c e o f t h e s e r e s i s t a n t i s o l a t e s . H o w e v e r , t h e
e v i d e n c e i n s u p p o r t o f t h i s e f fl u e n t im p a c t r e m a i n s i n c o n c l u s i v e .
6
.
2 . 1 Qu i n o l o n e R e s i s t a n c e G e n e s
A d d i t i o n a l q u e s t i o n s r e m a i n a s t o p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e p a t t e r n o f t h e A e r o m o n a s
i s o l a t e s f r o m M o r g a n C r e e k . T h e p r e v i o u s s t u d y , B r o n s t a d , 2 0 0 4 o n l y l o o k e d a t a s i n g l e
a n t i b i o t i c fr o m t h e q u i n o l o n e f a m i l y , c i p r o fl o x a c i n . T he d a t a g e n e r a t e d f r o m th i s s t u d y
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s h o w e d t h a t n o n e o f t h e i s o l a t e s e x h i b i t e d a p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e t o c i p r o fl o x a c i n .
H o w e v e r , p r e v i o u s s t u d i e s , G o n i - U r ri z a , e t a l . , 20 0 2 a n d S i n h a , e t a l . , 2 0 0 4 l i n k i n g a m i n o
a c i d s u b s t i t u t i o n i n t h e g y r A g e n e t o r e s i s t a n c e e x a m i n e d 10 a n d 3 d i f f e r e n t t y p e s o f
q u i n o l o n e s , r e s p e c t i v e l y . T h e d a t a f r o m b o t h s t u d i e s s h o w s t h a t i n s o m e s a m p l e s a n a m i n o
a c i d s u b s t i t u t i o n i s p r e s e n t a t p o s i t i o n 8 3 i n A e r o m o n a s i s o l a t e s t h a t d o n o t s h o w p h e n o t y p i c
r e s i s t a n c e t o c i p r o fl o x a c i n . T h i s i n d i c a t e s t h a t a s u b s t i t u t i o n i n p o s i t i o n 8 3 o f t h e g y r A g e n e
m a y o r m a y n o t i n d i c a t e p h e n o t y p i c c i p r o fl o x a c i n r e s i s t a n c e b u t d o e s i n d i c a t e r e s i s t a n c e t o a t
l e a s t o n e q u i n o l o n e . I n b o t h s t u d i e s n a l i d i x i c a c i d w a s t h e q u i n o l o n e t h a t A e r o m o n a s i s o l a t e s
s h o w e d t h e g r e a t e s t a m o u n t o f r e s i s t a n c e t o w h i c h i s m o s t l i k e l y d u e t o t h e f a c t t h a t n a l i d i x i c
a c i d h a s b e e n i n u s e t h e l o n g e s t o f a n y o f t h e a n t i b i o t i c s i n t h e qu i n o l o n e f a m i l y .
G o n i - U r r i z a
,
e t a l .
,
2 0 0 2 e x a m i n e d m u t a t i o n s a t p o s i t i o n 9 2 i n t h e a m i n o a c i d
s e q u e n c e s o f t h e g y r A g e n e i n A e r o m o n a s i s o l a t e s a n d f o u n d 2 0% o f i s o l a t e s c o n t a i n i n g a
m u t a t i o n a t t hi s p o s i t i o n . I t i s w o r t h n o t i n g t h a t t h e s e m u t a t i o n s w e r e o n l y s e e n i n t h e
i s o l a t e s d e e m e d A e r o m o n a s c a v i a e . A d d i t i o n a l l y , t h e G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 s t u d y i s t h e
o n l y d o c u m e n t e d s t u d y th a t c i t e s am i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s a t p o s i t i o n 9 2 a s h a v i n g t h e
p o t e n t i a l t o p l a y a r o l e i n a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e . I t i s a l s o n o t e w o r t h y t h a t t h e G o n i - U r r i z a , , e t
a l . , 2 00 2 s t u d y o n l y s a w s u b s t i t u t i o n s i n p o s i t i o n 9 2 o f t h e a m i n o a c i d s e q u e n c e s o f t h e gy r A
g e n e i n t h e A e r o m o n a s c a v i a e sp e c i e s . I n c o n t r a s t t h e c u r r e n t s t u d y f o u n d s u b s t i t u t i o n s i n
b o t h A e r o m o n a s hy d r o p h i la a n d A e r o m o n a s c a v i a e s p e c i e s . F u r t h e r m o r e , 1 00 % o f t h e
A e r o m o n a s hy d r o p h i l a i s o l a t e s c o n t a i n e d s u b s t i t u t i o n s i n p o s i t i o n 9 2 o f t h e a m i n o a c i d
s e qu e n c e s o f t h e gy r A g e n e , a r e s u l t t h a t d i f f e r s fr o m t h o s e o f t h e p r e v i o u s l i t e r a t u r e .
A l t h o u g h t h e c u r r e n t s t u dy s h o w s t h a t 9 1 % o f t h e i s o l a t e s fr o m a l l t h r e e s a m p l i n g l o c a t i o n s
h a v e a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s a t p o s i t i o n 9 2 w i t h i n t h e g y r A g e n e , i t i s p e r h a p s p r e m a t u r e t o
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a t t r i b u t e t h i s w i d e p a t t e r n o f a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n t o q u i n o l o n e r e s i s t a n c e . N o n e t h e l e s s ,
t h e d a t a a r e o f i n t e r e s t i n r e g a r d s t o t h e i r s i g n i f i c a n t f o r i d e n t i f y i n g a n d m a p p i n g q u i n o l o n e
r e s i s t a n c e a t t h e m o l e c u l ar g e n e t i c l e v e l .
T h e s t u d i e s b y b o t h G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 a n d Si n h a , e t a l . , 2 0 0 4 o b s e r v e a n u m b e r
o f a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s i n th e p a r C g e n e o f A e r o m o n a s i s o l a t e s t h a t a r e r e s i s t a n t t o
q u i n o l o n e s . T h e s e s u b s t i t u t i o n s o c c u r s p e c i f i c a l l y a t p o s i t i o n 80 i n t h e p a r C g e n e . G o n i
-
U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 a l s o n o t e s m u t a t i o n s a t p o s i t i o n 8 4 i n t h e p a r C ge n e . I n b o t h s t u d i e s ,
m u t a t i o n s i n t h e p a r C g e n e o c c u r s i n g u l a r l y a n d i n c o m b i n a t i o n w i t h m u t a t i o n s w i th i n t h e
g y r A g e n e . H o w e v e r , i n t h e s t u d y b y G o n i
- U r r i z a , e t a l , 2 0 0 2 , t h e o n l y A e r o m o n a s i s o l a t e s
w i t h s u b s t i t u t i o n s i n t h e p a r C t h a t a r e r e s i s t a n t t o q u i n o l o n e s a c c o m p a n y a m i n o a c i d
s u b s t i t u t i o n s w i t h i n t h e gy r A g e n e I n t h e c u r r e n t s t u d y n o a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s w e r e
o b s e r v e d i n p a r C . T h e l a c k o f a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s a t p o s i t i o n 8 0 i n th e p a r C g e n e i n t h e
c u r r e n t s t u d y i s p o t e n t i a l l y d u e t o t h e v e r y l o w a m o u n t o f a m p l i f i a b l e p a r C g e n e s i n t h e
M o r g a n C r e e k i s o l a t e s .
T h e l o w a m o u n t o f a m p l i f i a b l e g e n e s , p a r t i c u l a r l y t h e p a r C a n d p a r E g e n e s (6% a n d
3 2% , r e s p e c t i v e l y ) i n t h e M o r g a n C r e e k i s o l a t e s w a s n o t e x p e c t e d , a s g y r a s e a n d
t o p o i s o m e r a s e I V s u b u n i t s a r e p r e s e n t i n al l A e r o m o n a s s p e c i e s . F o r t h a t m a t t e r , o n e w o u l d
e x p e c t t o b e a b l e t o a m p l i f y g y r A , g y r B , p a r C a n d p a r E i n a l l o f t h e i s o l a t e s . O f f u r th e r n o t e
i s t h e f a c t t h a t t h e r e f e r e n c e s t r a i n s f r o m t h e G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 s t u d y s h o w a h i g h
d e g r e e o f h o m o g e n e i t y w i t h A e r o m o n a s s t r a i n s f r o m t h e G o n i - U r r i z a , e t a l . , 2 0 0 2 c o l l e c t i o n
a s p r e v i o u s l y d i s c u s s e d i n t h e s e c t i o n 4 . T h i s w o u l d i n d i c a t e t h a t g y r a s e a n d t o p o i s o m e r a s e
r v s u b u n i t s sh o u l d b e am p l i f i a b l e r e g a r d l e s s o f s p e c i e s . A p o s s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h i s
c o u l d be t h a t i s o l a t e s t h o u g h t t o b e A e r o m o n a s sp e c i e s a r e a c t u a l l y n o t . H o w e v e r , i f t h i s
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e x p l a n a t i o n w a s t h e s o u r c e o f a l o w n u m b e r o f a m p l i fi a bl e g e n e s w i t h i n t h e i s o l a t e s , t h e n a
m o r e c o n s i s t e n t p a t t e r n o f p r e s e n t / a b s e n t g e n e s w o u l d b e o b s e r v e d . B a c t e r i a t h a t w e r e n o t
A e r o m o n a s w o u l d p r e s u m a b l y e x h i b i t n o n e o f t h e g y r a s e a n d t o p o i s o m e r a s e IV s u b u n i t s ,
p r o d u c i n g a c o n s i s t e n t n u m b e r o f a m p l i fi a b l e g e n e s t h r o u g h o u t t h e f o u r d i f f e r e n t r e g i o n s .
A d d i t i o n a l l y , t h e bi o c h e m i c a l m e t h o d s u s e d t o i d e n t i f y t h e i s o l a t e s a r e c o n s i d e r e d r e l i a b l e ,
e s p e c i a l l y t o t h e g e n u s l e v e l , m a k i n g t h i s e x p l a n a t i o n n o t l i k e l y . T h e m o r e l i k e l y e x p l a n a t i o n
i s t h e sp e c i fi c i t y o f t h e P C R p r im e r s , w h i c h p e r h a p s d i d n o t a l l o w a l l o f t h e g e n e s o f i n t e r e s t
t o be a m p l i f i e d f r o m t h e M o r g a n C r e e k i s o l a t e s . A n o t h e r p o t e n t i a l e x p l a n a t i o n f o r t h e
i s o l a t e s w i t h o u t a m p l i f i a b l e g y r a s e a n d t o p i s o m e r a s e I V s u b u n i t s i s t h a t t h e c m d e D N A
p r e p a r a t i o n o f t h e A e r o m o n a s i s o l a t e s c o n t a i n e d m a t e r i a l t h a t i n t e r f e r e d w i t h PCR
a m p l i f i c a t i o n . A n a d d i t i o n a l s t e p t h a t a l l o w e d f o r D N A p u r i fi c a t i o n o f t h e i s o l a t e s pri o r t o
P C R am p l i fi c a t i o n m i g h t p r o d u c e a g r e a t e r n u m b e r a m p l i f i a b l e g y r a s e a n d t o p i s o m e r a s e I V
s u b u n i t s i n t he M o r g a n C r e e k i s o l a t e s .
6 . 2 . 2 T e t r a c y c l i n e R e s is t a n c e G e n e s
A s i n d i c a t e d i n s e c t i o n 4 . 5 , 3 1 i s o l a t e s t h a t e x h i b i t e d s o m e m e a s u r e o f p h e n o t y p i c
r e s i s t a n c e t o t e t r a c y c l i n e w e r e s u bj e c t e d t o a m p l i fi c a t i o n f o r f o r t e t c l a s s e s A - E . N o t a s i n g l e
i s o l a t e e x h i bi t e d a n y o f t h e t e t r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t s . T h i s w a s u n e x p e c t e d , a n d r e q u i r e s
s o m e c o n s i d e r a t i o n o f t h e p o s s i b l e r e a s o n s f o r t h e s e r e s u l t s . A l t h o u g h t h e c o n s i s t e n t n a t u r e
o f t h e r e s u l t s w o u l d i n d i c a t e t h a t t h e r e i s a p o t e n t i a l f o r t h e i s o l a t e s b e i n g m i s c l a s s i f i e d a s
A e r o m o n a s sp e c i e s w h e n th e y w e r e r e a l l y n o t , t h e w e l l e s t a b l i s h e d b i o c h e m i c a l m e t h o d s
u s e d t o t a x o n o m i c a l l y i d e n t i f y t h e i s o l a t e s w o u l d m o s t l i k e l y m i t i g a t e a g a i n s t s u c h a l a r g e
b i o c h e m i c a l c l a s s i fi c a t i o n e r r o r
,
e s p e c i a l l y a t t h e g e n u s l e v e l .
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A n o t h e r p o s s i b i l i t y i n e x p l a n a ti o n f o r t h e r e s u l t s o b t a i n e d i s t h e i n a b i h t y o f t h e P C R
p r im e r s e m p l o y e d i n t h e s t u d y t o s u c c e s s f u l l y d e t e c t a n d a m p l i f y t h e t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e
g e n e s i n A e r o m o n a s s p e c i e s . T h e p ri m e r s w e r e t a k e n fr o m a s t u d y t h a t e v a l u a t e d
t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e i n A c i n e t o b a c t e r s p e c i e s a n d o n e c o u l d h y p o t h e s i z e t h a t t h e p ri m e r s
d i d n o t a l l o w t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t s i n A e r o m o n a s t o b e a m p l i fi e d . H o w e v e r ,
t h e p ri m e r s e m p l o y e d i n b o t h t h e M o r g a n C r e e k s t u d y a n d t h e A c in e t o b a c t e r s t u d y w e r e
d e r i v e d f r o m s e v e r a l s t u d i e s t h a t d e t e r m i n e d t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n t i n a v a ri e t y o f gr a m -
n e g a ti v e b a c t e r i a s u c h a Sa lm o n e l l a a n d E s c h e r i c h i a c o l i (G u a r d a b a s s i , e t a l . , 2 0 0 0 ) . T h i s ,
c o m b i n e d w i t h t h e f a c t t h a t m o s t t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s h a v e b e e n f o u n d o n p l a s m i d s
a n d t r a n s po s o n s a n d t h a t i t i s g e n e r a l l y a s s u m e d t h a t t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e i s g e n e r a l l y
m e d i a t e d by g e n e t r a n s f e r (G u a r d a b a s s i , e t a l . , 20 0 0 ) , m a k e s i t h i g h l y l i k e l y t h a t t h e t e t A - E
p ri m e r s e m p l o y e d i n di e s t u d y w i l l w o r k t o d e t e c t t e t g e n e s i n a v a r i e t y o f g r a m - n e g a ti v e
b a c t e ri a .
T h e m o s t l i k e l y e x p l a n a ti o n o f t h e i n a b i l i t y t o d e t e c t t e t c l a s s e s A - E i n t h e M o r g a n
C r e e k i s o l a t e s i s t h e p o s s i b i l i t y t h a t t h e i s o l a t e s d i s p l a y a p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e t o
t e t r a c y c l i n e b a s e d o n h a r b o ri n g r e s i s t a n c e g e n e s o t h e r t h a n t h e t e t A - E ge n e s e v a l u a t e d . A s
m e n ti o n e d i n s e c t i o n 2 . 2 . 4 , 2 9 d i f f e r e n t t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e d e t e r m i n a n t s h a v e b e e n
i d e n ti fi e d (A u e r b a c h , e t a l , 2 0 0 7 ; C h o p r a a n d R o b e r t s , 2 0 0 1) . A dd i ti o n a l l y , G u a r d a b a s s i , e t
a l . , 2 0 0 0 f o u n d t h a t a l t h o u gh t e t A - E a r e t h e m o s t f r e q u e n t l y d e t e c t e d t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e
g e n e s a m o n g s t g r a m - n e g a ti v e b a c t e r i a , 12 o f t h e 15 a q u a ti c s t r a i n s o f A c i n e t o b a c t e r d i d n o t
c o n t a i n t e t A - E g e n e s de s p i t e p h e n o t y p i c r e si s t a n c e t o t e t r a c y c l i n e .
T h e d i s t ri b u ti o n o f t e t A - E h a s b e e n p r e v i o u s l y s t u d i e d i n g r a m
- n e g a ti v e b a c t e r i a
f r o m a q u a ti c s o u r c e s . T h e g e n e s t e t E (6 7 . 4 % ) a n d t e t D ( 17 . 2% ) w e r e p r e v a l e n t i n b a c t e r i a
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f r o m m a ri n e s e d i m e n t ; l e t A (4 6 . 4 % ) w a s r e p o r t e d l y t h e m o s t c o m m o n t e t r a c y c l i n e
d e t e r m i n a n t a m o n g g r a m - n e g a t i v e b a c t e ri a fr o m c a t fi sh p o n d s , w h e r e a s t e t E w a s t w i c e a s
p r e v a l e n t a s t e t E i n A e r o m o n a s h y d r o p h i l a fr o m t h e i n t e s t i n a l c o n t e n t s o f c a t fi s h
(G u a r d a b a s s i , e t a l . , 2 0 0 0 ) . N e v e r t h e l e s s , 1 6% o f a l l s t r a i n s a n a l y z e d i n t h e s e s t u d i e s w e r e
n e g a t i v e f o r a l l f i v e d e t e r m i n a n t s , i n d i c a t i n g t h a t g r a m - n e g a t i v e b a c t e ri a o f a q u a t i c ha b i t a t s
o f te n h a r b o r t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n t de t e r m i n a n t o t h e r t h a n t e t A - E (G u a r d a b a s s i , e t a l . , 2 0 0 0 ) .
T h e f a c t t h a t t h e M o r g a n C r e e k s e d i m e n t i s o l a t e s a r e d e r i v e d fr o m a n a qu a t i c h a b i t a t
i m p a c t e d b y m u n i c i p a l w a s t e w a t e r e f fl u e n t c o n t a i n i n g a n t i b i o t i c r e s i d u e s m a k e s i t h i gh l y
p l a u s i b l e t h a t t h e p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e e x h i b i t e d i n t h e i s o l a t e s c o m e s f r o m t e t r e s i s t a n c e
d e t e r m i n a n t s o t h e r t h a n t e t A - E .
6 . 2 . 3 R e c o m m e n d a t i o n s f o r F u t u r e St u d i e s
T h e f o c u s o f a n y fu t u r e r e s e a r c h s h o u l d t o b e t o pr o v i d e b e t t e r q u a n t i fi c a t i o n a n d
c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e t y p e a n d l e v e l o f q u i n o l o n e r e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s i s o l a t e s f r o m
M o r g a n C r e e k s e d im e n t s . A l a r ge r n u m b e r o f a n t i b i o ti c s b e l o n g i n g t o t h e q u i n o l o n e f a m i l y
s h o u l d b e s e l e c t e d t o l o o k a t p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e a m o n g t h e i s o l a t e s . T h e d a t a p r e s e n t e d i n
t h i s s t u d y s h o w s t h a t a l a r g e p o r t i o n o f t h e i s o l a t e s a r e m o s t l i k e l y r e s i s t a n t t o a t l e a s t o n e
t y p e o f q u i n o l o n e . B y e x a m i n i n g m u l t i p l e q u i n o l o n e s a n d t h e l e v e l o f p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e
i n A e r o m o n a s i s o l a t e s , n o t o n l y c a n t h e a m o u n t o f q u i n o l o n e r e s i s t a n c e fr o m a l l s a m p l i n g
p o i n t s be b e t t e r u n d e r s t o o d , b u t t h e p o t e n t i a l f o r d e t e c t i n g a n i n c r e a s e i n q u i n o l o n e r e s i s t a n c e
w i th i n e f f l u e n t s a m p l e s m a y i n c r e a s e . T h i s s t u d y w a s u n a bl e t o e s t a b l i s h s u c h a n
a s s o c i a t i o n .
A d d i t i o n a l l y , f u r t h e r m e t h o d d e v e l o pm e n t i n bo t h b i o c h em i c a l a n d m o l e c u l a r
m e t h o d s s h o u l d b e e x a m i n e d t o b e t t e r s p e c i a t e th e A e o m o n a s i s o l a t e s . T h i s w i l l a l l o w
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r e s e a r c h e r s t o b e t t e r u n d e r s t a n d a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e w i t h i n t h e A e r o m o n a s g e n u s a n d h o w
m u t a t i o n s w i t h i n b a c t e r i a l g y r a s e a n d t o p o i s e r m e r a s e I V l o c i a r e a s s o c i a t e d a m o n g s t t h e
v a r i o u s s p e c i e s .
O n e o f t h e m a j o r s h o r t c o m i n g s o f t h i s s t u d y w a s t h e i n a b i l i t y t o d e t e c t t e t r a c y c l i n e
r e s i s t a n c e g e n e s b y P C R a m p l i f i c a t i o n w i t h i n t h e A e r o m o n a s i s o l a t e s f r o m s e d i m e n t s ,
d e s p i t e h a v i n g p r e v i o u s d a t a t h a t i n d i c a t e d t h e s e i s o l a t e s t o h a v e p h e n o t j ^ i c r e s i s t a n c e . A s
p r e v i o u s l y m e n t i o n e d , t h e r e a s e v e r a l e x p l a n a t i o n s f o r t h i s , b u t e x p e r im e n t s w i t h l e s s s p e c i f i c
t e t g e n e p r im e r s , pr i m e r s a s s o c i a t e d w i t h a d d i t i o n a l t e t g e n e s n o t e x a m i n e d i n t h i s s t u d y a n d
t h e d e v e l o p m e n t a n d a v a i l a b i l i t y o f b e t t e r a n d m o r e d i v e r s e p o s i t i v e c o n t r o l a e r o m o n a d s w i t h
a n d w i t h o u t d i f f e r e n t t e t r e s i s t a n c e t r a i t s a r e w a r r a n t e d .
7 C o n c l u s i o n s
A n t i bi o t i c r e s i s t a n c e , i t s o r i g i n s a n d t h e m e c h a n i s m s a s s o c i a t e d w i t h i t a r e
p h e n o m e n a o f c o n t i n u e d a n d g r o w i n g c o n c e r n f o r w h i c h m u c h m o r e r e s e a r c h c a n b e d o n e .
T h e r e i s a n u r g e n t n e e d f o r e f f e c t i v e d o m e s t i c a n d g l o b a l s u r v e i l l a n c e o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e
i n a n i m a l s , h u m a n s a n d t h e e n v i r o n m e n t . T h e r e i s a l s o a c r i t i c a l n e e d f o r m o r e p r u d e n t u s e o f
a n t i b i o t i c s i n bo t h h u m a n a n d v e t e r i n a r y m e d i c i n e , p a r ti c u l a r l y a s i t r e l a t e s t o f o o d
p r o d u c t i o n , a n d b o t h h u m a n a n d a n i m a l w a s t e m a n a g e m e n t . O f e q u a l u r g e n c y i s t h e n e e d f o r
b e t t e r h o s p i t a l i n f e c t i o n c o n t r o l p r a c t i c e s a n d p o l i c i e s a n d im p l e m e n t a t i o n o f g u i d e l i n e s t o
r e d u c e t h e s p r e a d o f i n f e c t i o n a n d a n t i b i o t i c - r e s i s t a n t p a t h o g e n s i n t h e h o s p i t a l e n v i r o n m e n t .
T h e r e i s a g r e a t n e e d f o r s tr e n g t h e n i n g t h e c u r r i c u l u m o f h u m a n a n d v e t e r i n a r y h e a l t h c a r e
p r o f e s s i o n a l s i n t h e a r e a s o f s t e r i l i z a t i o n a n d d i s i n f e c t i o n , m e c h a n i s m s o f a n t i b i o t i c
r e s i s t a n c e , a n d f a c t o r s c o n t r i b u t i n g t o i t s s p r e a d , i n c l u d i n g i n a p p r o p r i a t e a n t i b i o t i c u s a ge .
T h e r e i s a l s o a n e e d f o r p a t i e n t e d u c a t i o n r e g a r d i n g a p p r o p r i a t e u s e s o f a n t i b i o t i c s . M o r e
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b a s i c r e s e a r c h i s n e e d e d t o m o r e c l e a r l y d e l i n e a t e o r i g i n s a n d m e c h a n i s m s o f a n t i b i o t i c
r e s i s t a n c e a n d t o i d e n t i f y n e w a n t i bi o t i c t a r g e t s . A d d i t i o n a l l y , g r e a t e r e m p h a s i s m u s t b e
p l a c e d u p o n r e s e a r c h r e l a t e d t o r a p i d , r e l i a b l e d i a gn o s t i c t e s t s a n d v a c c i n e s f o r p r e v e n t i o n
a n d c o n t r o l o f i n f e c t i o u s d i s e a s e s , w i t h o u t o v e r r e l i a n c e o n a n d i n a p p r o p r i a t e u s e o f
a n t i b i o t i c s .
F r o m t h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y i t c a n b e c o n c l u d e d t h a t :
( 1 ) W a s t e w a t e r e f f l u e n t m a y p l a y a t l e a s t a c o n t r i b u t i n g r o l e i n g e n e t i c m u t a t i o n s a s s o c i a t e d
w i t h q u i n o l o n e r e s i s t a n c e i n A e r o m o n a d s i s o l a t e d fr o m s e d i m e n t s o f M o r g a n C r e e k i n t h e
v i c i n i t y o f a m u n i c i p a l w a s t e w a t e r e f f l u e n t d i s c h a r g e , a s h y p o t h e s i z e d .
(2 ) T h e d a t a f r o m t h i s s t u d y p r o v i d e s e v i d e n c e o f a h i g h n u m b e r o f s u b s t i t u t i o n s a t a m i n o
a c i d p o s i t i o n s t h a t h a v e b e e n c i t e d a s t h e s o u r c e o f q u i n o l o n e r e s i s t a n c e i n A e r o m o n a d s f o r
b a c t e r i a o f t h i s g e n u s i s o l a t e d f r o m M o r g a n C r e e k s e d i m e n t s .
(3 ) I t i s d i f f i c u l t t o d r a w f i r m c o n c l u s i o n s r e g a r d i n g t h e im p a c t o f t h e w a s t e w a t e r e f f l u e n t
f r o m t h i s s t u d y , b u t t h e d a t a g e n e r a t e d p r o v i d e s g e n e t i c i n f o r m a t i o n r e g a r d i n g l i k e l y
i n c r e a s e d l e v e l s o f q u i n o l o n e r e s i s t a n c e i n e n v i r o n m e n t a l s e d im e n t i s o l a t e s o f A e r o m o n a s
w h e r e t h e r e a r e i m p a c t s by t h e w a s t e w a t e r d i s c h a r g e .
(4 ) F u r t h e r e x a m i n a t i o n s h o u l d i n c l u d e a n a l y s i s o f t h e p h e n o t y p i c r e s i s t a n c e p a t t e r n s o f t h e
A e r o m o n a s i s o l a t e s f o r a l a r g e v a r i e t y o f q u i n o l o n e s . A n a t t e m p t t o b e t t e r s p e c i a t e t h e
i s o l a t e s i s w a r r a n t e d a s i s a m o r e t h o r o u g h i n v e s t i g a t i o n i n t o t h e i n a b i l i t y t o d e t e c t
t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e g e n e s .
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(5 ) F i n a l l y , m o r e a n t i b i o t i c s a n d t h e a s s o c i a t e d r e s i s t a n c e t r a i t s m e c h a n i s m s s h o u l d b e
e x a m i n e d i n A e r o m o n a s i s o l a t e s f r o m M o r g a n C r e e k s i t e s i m p a c t e d b y w a s t e w a t e r
d i s c h a r g e s a n d o t h e r s u c h s i t e s p o t e n t i a l l y i m p a c t e d b y w a s t e w a t e r s o u r c e s a s t h e a n t i b i o t i c
r e s i s t a n c e d e t e c t i o n m e t h o d s , b o t h p h e n o t y p i c a n d g e n o t y p i c , b e c o m e a v a i l a bl e .
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R e f e r e n c e s
A d a m s
,
C . A . , e t a l .
" M o l e c u l a r C h a r a c t e r i z a t i o n o f P l a s m i d - M e d i a t e d O x y t e tr a c y c l i n e
R e s i s t a n c e i n A e r o m o n a s S a l m o n i c i d a . " A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y
6 4 . 1 1 ( 19 9 8 ) : 4 194 - 20 1 .
A k a s a k a
,
T .
,
e t a l .
"
T y p e I I T o p o i s o m e r a s e M u t a t i o n s i n F l u o r o q u i n o l o n e - R e s i s t a n t C l i n i c a l
St r a i n s o f P s e u d o m o n a s A e r u g i n o s a I s o l a t e d i n 19 9 8 a n d 19 9 9 : R o l e o f T a r g e t
E n z y m e i n M e c h a n i s m o f F l u o r o q u i n o l o n e R e s i s t a n c e .
" A n t i m i c r o b i a l A g e n t s a n d
C h e m o t h e r a p y 4 5 . 8 (2 0 0 1) : 2 2 6 3 - 8 .
A n d e r s e n , S . R . , a n d R . A . S a n d a a .
" D i s t r i b u t i o n o f T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e D e t e r m i n a n t s
a m o n g G r a m - N e g a t i v e B a c t e r i a I s o l a t e d f r o m P o l l u t e d a n d U n p o l l u t e d M a r i n e
Se d i m e n t s .
"
A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 0 . 3 ( 19 9 4 ) : 9 0 8 - 1 2 .
A o k i , T . , a n d A . T a k a h a s h i .
" C l a s s D T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e D e t e r m i n a n t s o f R P l a s m i d s
f r o m t h e F i sh P a t h o g e n s A e r o m o n a s H y d r o p h i l a , E d w a r d s i e l l a T a r d a , a n d P a s t e u r e l l a
Pi s c i c i d a .
"
A n t i m i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 3 1 . 8 ( 19 8 7 ) : 12 7 8 - 8 0 .
A o k i
,
T . , e t a l .
" D e t e c t i o n o f R F a c t o r s i n N a t u r a l l y O c c u r r i n g A e r o m o n a s Sa l m o n i c i d a
St r a i n s .
"
A p p l i e d M i c r o b i o l o g y 2 2 . 4 ( 19 7 1 ) : 7 16 - 7 .
A r v a n i t i d o u , M . , e t a l .
"
A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e P a t t e r n s o f E n t e r o c o c c i I s o l a t e d f r o m C o a s t a l
B a t h i n g W a t e r s . " J o u r n a l o f m e d i c a l m i c r o b i o l o g y 50 . 1 1 (2 0 0 1 ) : 10 0 1 - 5 .
A r v a n i t i d o u , M . , V . K a t s o u y a n n o p o u l o s , a n d A . T s a k r i s .
"
A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e P a t t e r n s o f
E n t e r o c o c c i I s o l a t e d f r o m C o a s t a l B a t h i n g W a t e r s .
" J o u r n a l o f m e d i c a l m i c r o b i o l o g y
5 0 . 1 1 (20 0 1) : 10 0 1- 5 .
A u e r b a c h
,
E . A .
,
E . E . Se y f r i e d , a n d K . D . M c M a h o n .
"
T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e s i n
A c t i v a t e d Sl u d g e W a s t e w a t e r T r e a t m e n t P l a n t s .
" W a t e r r e s e a r c h 4 1 . 5 (2 0 0 7 ) : 1 14 3 -
5 1.
B a c h o u a l , R . , J . T a n k o v i c , a n d C . J . S o u s s y .
"
A n a l y s i s o f t h e M u t a t i o n s I n v o l v e d i n
F l u o r o q u i n o l o n e R e s i s t a n c e o f i n V i v o a n d i n V i t r o M u t a n t s o f E s c h e r i c h i a C o l i .
"
M i c r o b i a l d r u g r e s i s t a n c e ( L a r c h m o n t , N . Y . ) 4 . 4 ( 19 9 8 ): 2 7 1- 6 .
B a g e l , S . , e t a l .
" I m p a c t o f g y r A a n d p a r C M u t a t i o n s o n Qu i n o l o n e R e s i s t a n c e , D o u b l i n g
T im e , a n d Su p e r c o i l i n g D e g r e e o f E s c h e r i c h i a C o l i .
" A n t i m i c r o b i a l A g e n t s a n d
C h e m o t h e r a p y 4 3 . 4 ( 19 9 9 ) : 8 6 8 - 7 5 .
B a q u e r o , F .
"
A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e i n Sp a i n : W h a t c a n b e d o n e ? T a s k F o r c e o f t h e G e n e r a l
D i r e c t i o n f o r H e a l t h P l a n n i n g o f t h e Sp a n i s h M i n i s t r y o f H e a l t h .
"
C l i n i c a l i n f e c t i o u s
d i s e a s e s : a n o f f i c i a l p u b l i c a t i o n o f t h e I n f e c t i o u s D i s e a s e s S o c i e t y o f A m e r i c a 2 3 . 4
( 19 9 6 ) : 8 19 - 2 3 .
B a r l o w , R . S . , e t a l .
"
I s o l a t i o n a n d C h a r a c t e r i z a t i o n o f I n t e gr o n - C o n t a i n i n g B a c t e r i a w i t h o u t
A n t i bi o t i c Se l e c t i o n .
" A n t i m i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 8 . 3 (2 0 0 4 ): 8 3 8 - 4 2 .
B o o n , P I ( 19 9 2 ) .
" A n t i b i o t i c r e s i s t a n c e o f a q u a t i c b a c t e r i a a n d i t
'
s i m p l i c a t i o n s f o r
l im n o l o g i c a l r e s e a r c h
"
. A u s t r a l i a n J o u m a l o f M a r i n e a n d F r e s h w a t e r R e s e a r c h 4 3 ,
8 4 7 - 8 6 1 .
B r o n s t a d , E m b r e y 2 0 0 5 ,
" I m p a c t o f W a s t e w a t e r E f fl u e n t o n A n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n
S e d i m e n t - A s s o c i a t e d A e r o m o n a s .
"
T e c h n i c a l R e p o r t M a s t e r o f Sc i e n c e i n
E n v i r o n m e n t a l E n g i n e e r i n g , U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .
C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n ( 2 0 0 6 )
"
A n t i b i o t i c / A n t i m i c r o b i a l R e s i s t a n c e
"
h t t p : / / w w w . c d c . g o y / d r u g r e s i s t a n c e / (A p r i l 24 , 20 0 6 )
- 5 7 -
C h o p r a , I . , a n d M . R o b e r t s .
"
T e t r a c y c l i n e A n t i b i o t i c s : M o d e o f A c ti o n , A p p l i c a t i o n s ,
M o l e c u l a r B i o l o g y , a n d E p i d e m i o l o g y o f B a c t e ri a l R e s i s t a n c e .
" M i c r o b i o l o g y a n d
m o l e c u l a r b i o l o g y r e v i e w s : M M B R 65 . 2 (2 0 0 1): 2 3 2 , 6 0 ; s e c o n d p a g e , t a b l e o f
c o n t e n t s .
C h o p r a , I . , P . M . H a w k e y , a n d M . H i n t o n .
"
T e t r a c y c l i n e s , M o l e c u l a r a n d C l i n i c a l A s p e c t s .
"
T h e J o u r n a l o f a n t i m i c r o b i a l c h e m o t h e r a p y 2 9 . 3 ( 19 9 2 ) : 2 4 5 - 7 7 .
C o l w e l l
,
R . R . e t a l . ( 19 86 )
" P r o p o s a l t o r e c o g n i z e t h e f a m i l y A e r o m o n a d a c e a e .
"
I n t e r n a ti o n a l J o u r n a l o f Sy s t e m a ti c B a c t e r i o l o g y . 3 6 : 4 7 3 - 4 7 7
D e g u c h i , T . , e t a l .
" A l t e r a ti o n s i n t h e g y r A Su b u n i t o f D N A G y r a s e a n d t h e p a r C Su b u n i t o f
T o p o i s o m e r a s e I V i n Q u i n o l o n e - R e s i s t a n t C l i n i c a l I s o l a t e s o f K l e b s i e l l a
P n e u m o n i a e .
"
A n ti m i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 1 . 3 ( 19 9 7 ) : 6 9 9 - 7 0 1 .
D e m a r t a , A . , e t a l .
"
E p i d e m i o l o g i c a l r e l a ti o n s h i p s b e t w e e n A e r o m o n a s s t r a i n s i s o l a t e d f r o m
s ym p t o m a ti c c h i l d r e n a n d h o u s e h o l d e n v i r o n m e n t s a s d e t e r m i n e d b y ri b o t y p i n g .
"
E u r o p e a n J o u r n a l o f E p i d e m i o l o g y 16 (5 ) (2 0 0 0 ) : 4 4 7 - 4 5 3
D e P a o l a , A . , e t a l .
"
P h e n o t y p i c a n d G e n o t y p i c C h a r a c t e ri z a t i o n o f T e t r a c y c l i n e - a n d
O x y t e t r a c y c l i n e - R e s i s t a n t A e r o m o n a s H y d r o p h i l a fr o m C u l t u r e d C h a n n e l C a t f i s h
(I c t a l u r u s P u n c t a t u s ) a n d t h e i r E n v i r o n m e n t s .
"
A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y 5 4 . 7 ( 19 8 8 ) : 18 6 1 - 3 .
F i n l a n d , M . " E m e r g e n c e o f A n ti b i o t i c R e s i s t a n c e i n H o s p i t a l s , 1 9 3 5 - 19 7 5 .
"
R e v i e w s o f
i n f e c t i o u s d i s e a s e s 1 . 1 ( 19 7 9 ) : 4 - 2 2 .
G e i g e n m u U e r , U . , a n d K . H . N i e r h a u s .
"
T e t r a c y c l i n e c a n I n h i b i t t R N A B i n d i n g t o t h e
R i b o s o m a l P S i t e a s W e l l a s t o t h e A Si t e . " E u r o p e a n jo u r n a l o f b i o c h e m i s t r y / F E B S
16 1. 3 ( 19 8 6 ): 7 2 3 - 6 .
G i br e e l , A . , e t a l .
" R a p i d Em e r g e n c e o f H i gh - L e v e l R e s i s t a n c e t o Qu i n o l o n e s i n
C a m p y l o b a c t e r J e j u n i A s s o c i a t e d w i t h M u t a ti o n a l C h a n g e s i n g y r A a n d p a r C .
"
A n t i m i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 2 . 12 ( 19 9 8 ) : 3 2 7 6 - 8 .
G i r a u d , E . , e t a l .
"
M e c h a n i s m s o f Qu i n o l o n e R e s i s t a n c e a n d C l o n a l R e l a ti o n s h i p a m o n g
A e r o m o n a s Sa l m o n i c i d a Sti a i n s I s o l a t e d f r o m R e a r e d F i s h w i t h F u r u n c u l o s i s .
"
J o u r n a l o f m e d i c a l m i c r o b i o l o g y 5 3 . P t 9 (2 0 0 4 ) : 89 5 - 9 0 1 .
G o l d m a n n
,
D . A .
,
e t a l .
"
S t r a t e g i e s t o P r e v e n t a n d C o n t r o l th e E m e r g e n c e a n d Sp r e a d o f
A n t i m i c r o bi a l - R e s i s t a n t M i c r o o r g a n i sm s i n H o s p i t a l s . A C h a l l e n g e t o H o sp i t a l
L e a d e r s h i p .
"
J A M A : t h e j o u r n a l o f t h e A m e ri c a n M e d i c a l A s s o c i a ti o n 2 7 5 . 3 ( 19 9 6 ) :
2 3 4 - 4 0 .
G o n i - U r r i z a , M . , e t a l .
"
Im p a c t o f a n U r b a n E f f l u e n t o n A n ti b i o ti c R e s i s t a n c e o f R i v e r i n e
E n t e r o b a c t e ri a c e a e a n d A e r o m o n a s Sp e c i e s .
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y 6 6 . 1 (2 0 0 0 ) : 12 5 - 3 2 .
G o n i - U r r i z a , M . , e t a l .
"
T y p e I I T o p o i s o m e r a s e Q u i n o l o n e R e s i s t a n c e - D e t e r m i n i n g R e g i o n s
o f A e r o m o n a s C a v i a e , A . H y d r o ph i l a , a n d A . So b ri a C o m p l e x e s a n d M u t a ti o n s
A s s o c i a t e d w i t h Qu i n o l o n e R e s i s t a n c e .
" A n ti m i c r o b i a l A ge n t s a n d C h e m o t h e r a p y
4 6 . 2 (2 0 0 2 ) : 3 5 0 - 9 .
G r e e n b e r g , A . , e t a l . ( 19 9 8) , St a n d a r d M e t h o d s f o r t h e E x a m i n a t i o n o f W a t e r a n d
W a s t e w a t e r . 2 0 * e d i ti o n . A m e ri c a n P u b l i c H e a l t h A s s o c i a t i o n , C h a p t e r 9 , Se c t i o n
9 0 5 0 C ,
" M e d i a Sp e c i f i c a ti o n s , D i l u ti o n W a t e r
"
, p g 9 - 1 8 .
G u a r d a b a s s i
,
L .
,
e t a l .
"
A n t i b i o ti c R e s i s t a n c e i n A c i n e t o b a c t e r Sp e c i e s . I s o l a t e d fr o m S e w e r s
R e c e i v i n g W a s t e E f fl u e n t f r o m a H o s p i t a l a n d a P h a r m a c e u ti c a l P l a n t .
" A p p l i e d a n d
E n v ir o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 4 . 9 ( 199 8 ) : 3 4 9 9 - 5 0 2 .
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H a l l i n g - So r e n s e n , B . , e t a l .
"
O c c u r r e n c e , F a t e a n d E f f e c t s o f P h a r m a c e u t i c a l Su b s t a n c e s i n
t h e E n v i r o n m e n t - - a R e v i e w .
"
C h e m o s o h e r e 3 6 . 2 ( 19 9 8) : 3 57 - 9 3 .
H o lm e s , P . , e t a l . ( 19 9 6 )
"
T h e e c o l o g y o f m e s o p h i l i c A e r o m o n a s i n t h e a q u a t i c
e n v i r o n m e n t .
"
I n T h e G e n u s A e r o m o n a s . W i l e y a n d So n s . p p . 1 2 7 15 0 .
J a n d a , J . M . , a n d S . L . A b b o t t .
"
E v o l v i n g C o n c e p t s r e g a r d i n g t h e G e n u s A e r o m o n a s : A n
E x p a n d i n g P a n o r a m a o f Sp e c i e s , D i s e a s e P r e s e n t a t i o n s , a n d U n a n s w e r e d Qu e s t i o n s .
"
C l i n i c a l i n f e c t i o u s d i s e a s e s : a n o f f i c i a l p u b l i c a t i o n o f t h e I n f e c t i o u s D i s e a s e s So c i e t y
o f A m e r i c a 2 7 . 2 ( 19 9 8 ) : 3 3 2 - 4 4 .
K a p e r , J . B . , e t a l .
" A e r o m o n a s H y d r o p h i l a : E c o l o g y a n d T o x i ge n i c i t y o f I s o l a t e s f r o m a n
E s t u a r y .
"
T h e Jo u r n a l o f a p p l i e d b a c t e ri o l o g y 5 0 . 2 ( 19 8 1 ) : 3 5 9 - 7 7 .
K e l c h
,
W . J . , a n d J . S . L e e .
"
A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e P a t t e r n s o f G r a m - N e g a t i v e B a c t e ri a
I s o l a t e d f r o m E n v i r o n m e n t a l So u r c e s .
"
A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y
3 6 . 3 ( 19 7 8 ) : 4 5 0- 6 .
K o
,
W . C , e t a l .
"
I n c r e a s i n g A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e i n C l i n i c a l I s o l a t e s o f A e r o m o n a s S t r a i n s
i n T a i w a n .
"
A n t im i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 0 . 5 ( 19 9 6 ): 1 2 6 0 - 2 .
K u c e r s , A .
"
C h l o r a m p h e n i c o l , E r y t h r o m y c i n , V a n c o m y c i n , T e t r a c y c l i n e s .
"
L a n c e t 2 . 8 2 9 5
( 19 8 2 ): 4 2 5 - 9 .
K u m m e r e r , K . , a n d A . H e n n i n g e r .
"
P r o m o t i n g R e s i s t a n c e b y t h e E m i s s i o n o f A n t i b i o t i c s
f r o m H o s p i t a l s a n d H o u s e h o l d s i n t o E f f lu e n t .
"
C l i n i c a l m i c r o b i o l o g y a n d i n f e c t i o n :
t h e o f i c i a l p u b l i c a t i o n o f t h e E i u
-
o p e a n So c i e t y o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y a n d
I n f e c t i o u s D i s e a s e s 9 . 12 (2 0 0 3 ): 12 0 3 - 1 4 .
L e v y , S . B . , e t a l .
" N o m e n c l a t u r e f o r N e w T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e D e t e r m i n a n t s .
"
A n t i m i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 3 . 6 ( 19 9 9 ) : 15 2 3 - 4 .
M a c F a d d i n , J . ( 20 00 ) . B i o c h e m i c a l T e s t s f o r I d e n ti fi c a t i o n o f M e d i c a l B a c t e ri a , L i p p i n c o t t
W i l l i am s a n d W i l k i n s , p p . 8 - 2 3 , 5 7 - 7 6 , 2 2 1- 2 3 1, 2 3 9 - 2 5 2 , 3 6 8 - 3 7 7 , 4 3 9 - 4 4 8 .
M a r t i n - C a m a h a n , A . a n d S . W . J o s e p h . 2 0 0 5 .
"
A e r o m o n a d a c e a e
"
.
T h e P r o t e o b a c t e r i a , P a r t
B , B e r g e y
'
s M a n u a l o f S y s t e m a t i c B a c t e ri o l o g y , 2 n d e d i t i o n . V o l u m e 2 , Sp ri n g e r -
V e r l a g , N e w Y o r k , N Y .
M a r t i n s d a C o s t a , P . , P . V a z - P i r e s , a n d F . B e r n a r d o .
" A n t i m i c r o b i a l R e s i s t a n c e i n
E n t e r o c o c c u s Sp e c i e s . I s o l a t e d i n I n f l o w , E f f lu e n t a n d Sl u d g e f r o m M u n i c i p a l
Se w a g e W a t e r T r e a t m e n t P l a n t s .
" W a t e r r e s e a r c h 4 0 . 8 (20 0 6) : 17 3 5 - 4 0 .
M a t h e w s o n , J . J . a n d D u p o n t , H . L .
' '
A e r o m o n a s s p e c i e s : r o l e a s h u m a n p a t h o ge n s .
"
C u r r e n t
C l i n i c a l T o p i c s i n I n f e c ti o u s D i s e a s e s . V o l l 2 e . ( 19 9 2 ) 2 6- 3 6 .
M c K e o n , D . M . , e t a l . , 19 9 5 .
"
A n t i b i o t i c r e s i s t a n t g r a m - n e g a ti v e b a c t e r i a i n r u r a l
g r o u n d w a t e r s u p p l i e s
"
. W a t e r R e s e a r c h . 2 9 : 19 0 2 - 19 0 8
M u l l i n
,
S .
,
N . M a n i
,
a n d T . H . G r o s s m a n .
"
I n hi b i ti o n o f A n ti b i o t i c E f f l u x i n B a c t e ri a b y t h e
N o v e l M u l ti d r u g R e s i s t a n c e I n h i b i t o r s B i ri c o d a r (V X - 7 10 ) a n d T im c o d a r (V X - 8 5 3 ) .
"
A n ti m i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 8 . 11 (2 0 0 4 ) : 4 17 1- 6 .
N a k a n o , M . , e t a l .
" M u t a ti o n s i n t h e g y r A a n d p a r C G e n e s i n F l u o r o q u i n o l o n e - R e s i s t a n t
C l i n i c a l I s o l a t e s o f P s e u d o m o n a s A e r u g i n o s a .
"
A n ti m i c r o b i a l A g e n t s a n d
C h e m o ti i e r a p v 4 1 . 10 ( 19 9 7 ): 2 2 89 - 9 1.
N o g a , E . J . (2 0 0 0 ) . F i s h D i s e a s e : D i a g n o s i s a n d T r e a tm e n t . A m e s , l A : I o w a S t a t e U n i v e r s i t y
P r e s s
O p p e g a a r d , H . , a n d H . So r u m .
"
g y r A M u t a ti o n s i n Q u i n o l o n e - R e s i s t a n t I s o l a t e s o f t h e F i s h
P a t h o g e n A e r o m o n a s S a l m o n i c i d a .
"
A n ti m i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 3 8 . 10
( 19 9 4 ) : 2 4 6 0 - 4 .
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P a l u m b o
,
S . A . 19 9 6 . " T h e A e r o m o n a s h y d r o p h i l a g r o u p i n f o o d .
"
1 9 9 6 . I n : B . A u s t i n , M .
A l t w e g g , P . G o s l i n g & S . W . J o s e p h (E d s . ) T h e G e n u s A e r o m o n a s . Jo h n W i l e y &
So n s , N e w Y o r k , N Y : 3 9 - 7 6 .
R o b e r t s , M . C .
"
U p d a t e o n A c q u i r e d T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e s .
"
F E M S m i c r o b i o l o gy
l e t t e r s 2 4 5 . 2 (2 0 0 5 ) : 19 5 - 20 3 .
R o b e r t s , M . C , W . O . C h u n g , a n d D . E . R o e .
" C h a r a c t e r i z a t i o n o f T e t r a c y c l i n e a n d
E r y t h r o m y c i n R e s i s t a n c e D e t e r m i n a n t s i n T r e p o n e m a D e n t i c o l a .
" A n t im i c r o b i a l
A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 0 . 7 (1 99 6 ) : 16 9 0 - 4 .
R o s s , J . I . , e t a l .
"
16 S r R N A M u t a t i o n A s s o c i a t e d w i t h T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e i n a G r a m -
P o s i t i v e B a c t e r i u m .
"
A n t i m i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 2 . 7 ( 19 9 8 ) : 17 0 2 - 5 .
S a n d a a , R . A . , a n d O . E n g e r .
"
T r a n s f e r i n M a r i n e S e d i m e n t s o f t h e N a t u r a l l y O c c u r r i n g
P l a s m i d p RA S l E n c o d i n g M u l t i p l e A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e .
" A p p l i e d a n d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 0 . 12 ( 19 9 4 ) : 4 2 34 - 8 .
Sc h m i d t , A . S . , e t a l .
"
I n c i d e n c e , D i s t r i b u t i o n , a n d Sp r e a d o f T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e
D e t e r m i n a n t s a n d I n t e g r o n - A s s o c i a t e d A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e G e n e s a m o n g M o t i l e
A e r o m o n a d s f r o m a F i s h F a r m i n g E n v i r o n m e n t .
" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y 6 7 . 12 (2 0 0 1) : 5 6 7 5 - 8 2 .
Si n h a , S . , e t a l .
"
A n U n u s u a l l y H i g h L e v e l o f Q u i n o l o n e R e s i s t a n c e A s s o c i a t e d w i t h T y p e I I
T o p o i s o m e r a s e M u t a t i o n s i n Qu i n o l o n e R e s i s t a n c e - D e t e r m i n i n g R e g i o n s o f
A e r o m o n a s C a v i a e I s o l a t e d f r o m D i a r r h o e a l P a t i e n t s . " R e s e a r c h i n m i c r o b i o l o g y
15 5 . 10 (2 0 0 4 ): 82 7 - 9 .
S t i n e , O . C , e t a l .
" W i d e s p r e a d D i s t r i bu t i o n o f T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e s i n a C o n fi n e d
A n i m a l F e e d i n g F a c i l i t y .
"
I n t e r n a t i o n a l j o u r n a l o f a n t im i c r o b i a l a ge n t s 2 9 . 3 (2 0 07 ):
3 4 8 - 5 2 .
U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (2 0 0 1)
" M e t h o d 16 0 5 : A e r o m o n a s i n F i n i s h e d W a t e r
b y M e m b r a n e F i l t r a t i o n u s i n g A m p i c i l l i n - D e x t r i n A g a r w i t h V a n c o m y c i n (A D A -
V )
'
, h t t p :/ / w w w . e p a . g o y / n e r l c w w w / 16 0 5 o t 0 1. p d f
U SE P A . 2 0 0 5 . D r i n k i n g W a t e r C o n t a m i n a n t C a n d i d a t e L i s t 2 ; F i n a l N o t i c e . F e d e r a l
R e g i s t e r . V o l . 7 0 , N o . 3 6 . p . 9 0 7 1, F e b r u a r y 2 4 , 20 0 5 .
U SE P A . 19 9 8 . A n n o u n c e m e n t o f t h e D r i n k i n g Wa t e r C o n t a m i n a n t C a n d i d a t e L i s t ; N o t i c e .
F e d e r a l R e g i s t e r 6 3 (4 0 ) : 10 2 7 4 - 10 2 8 7 .
W e i n s t e i n , R . A . , a n d S . A . K a b i n s .
"
I s o l a t i o n P r a c t i c e s i n H o s p i t a l s .
" A n n a l s o f I n t e r n a l
M e d i c i n e 10 7 . 5 ( 19 8 7 ): 7 8 1- 2 .
W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n ( 2 0 0 6 )
"
A n t i m i c r o b i a l R e s i s t a n c e "
h t t p :/ / w w w . w h o . i n t /m e d i a c e n t r e / f a c t s h e e t s / f s l 9 4 / e n / (A p r i l 2 4 , 2 0 0 6 )
60
A p p e n d i x A : B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s
I s o la te C o m p l e x I n d o le O x i d a s e M A C K I A V P L a r a b B E
M C 3 D S 1 1 A . C a v ia e
M C 3 D S I 2 A C a v i a e
M C 3 D S l 4 A C a v i a e
M C 3 D S l 8 A C a v i a e
M C 3 D S l 9 A C a v i a e
M C 3 D S 1 10 A H y dr o p hi l a
M C 3 D S 1 1 1
A H y dr o p h i l a / A
C a v i a e
M C 3 D S 1 1 2 A C a v i a e
M C 3 D S 1 1 3 A H y d r o p h i l a
M C 3 D S 1 14 A H yd r o p hi l a
M C 3 D S l 16 A C a v i a e
M C 3 D S2 A C a v i a e
M C 3 D S l 2 A C a v i a e
M C 3 D S2 3 A C a v i a e
M C 3 D S2 5 A H yd r o ph i l a
M C 3 D S2 7 A C a v i a e
M C 3 D S2 8 A C a v i a e
M C 3 D S 2 9 A . C a v i a e
M C3 D S2 10 A C a v i a e
M C 3 D S 2 13 A C a v i a e
M C 3 D S2 16 A C a v i a e
M C 4 D S 1 2 A H y d r o p h i l a
M C 4 D S 1 4 A . C a v i a e
M C 4 D S 1 6 A C a v i a e
M C 4 D S 1 12 A . C a v i a e
M C 4 D S 1 16 A C a v i a e
M C 4 D S 2 A . (g e n u s l e v e l o n l y )
M C 4 D S 2 4 A (g e n u s l e v e l o n l y )
M C 4 D S 2 6 A (g e n u s l e v e l o n l y )
M C 4 D S 2 9 A (g e n u s l e v e l o n l y )
M C 5 D S 1 4 A H y d r o p h i l a
r e d t i p
g (a h )
M C 5 D S 1 5 A C a v i a e a / a
M C5 D S l 7 A . H y d r o p h i l a a / a I
M C 5 D S 1 8 A C a v ia e a / a
M C 5 D S 1 1 1 A C a v i a e a / a
M C 5 D S 1 14 A H y d r o p h i l a a ^a g
M C 5 D S 1 17 A . C a v i a e a / a
M C 5 D S2 1 A . C a v i a e a/ a
M C 5 D S2 2 A . C a v i a e a / a
M C 5 D S2 3 A . H yd r o p h i l a ( a/ h )
M C 5 D S2 5 A H y d r o p hi l a (a / h )
M C 5 D S2 6 A C a v i a e a/ a
M C 5 D S 2 8 A . C a v i a e a / a
M C 5 D S 2 10 A C a v i a e
M C 5 D S2 1 1 A C a v i a e
M C5 D S 2 12 A H y d r o p h i l a a / a g
A - 1
A p p e n d i x A : B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s
I s o l a t e C o m p l e x I n d o l e O x i d a s e M A C K I A V P L a r a b B E
M C 5 D S2 13 A C a v i a e a / a
M C 5 D S2 1 6 A C a v i a e
M C 5 D S2 17 A . C a v i a e a / a
M C 3 E l 2 A C a v i a e
M C 3 E l 4 A C a v i a e
M C 3 E 2 1 A S o b r i a
M C 3 E 2 2 A S o b r i a
M C 3 E 2 3 A S o b r i a
M C 3 E 2 4 A . C a v i a e a / a
M C 3 E 2 5 A C a v i a e
M C 3 E 2 6 A So b r i a
M C 3 E 2 7 A C a v i a e
M C 3 E 2 8 A S o b r i a
M C 3 E 2 9 A . H y dr o p h i l a
M C 3 E 2 10 A . So b r i a
M C 3 E 2 14 A C a v ia e
M C 3 E 2 15 A S o b r i a
M C 3 E 2 16 A S o b r i a
M C 4 E 1 1 A C a v i a e
M C 4 E 1 2 A C a v ia e
M C 4 E l 3 A C a v i a e
M C4 E l 4 A . C a v i a e
M C4 E l 5 A C a v i a e
M C 4 E l 6 A C a v i a e
M C 4 E 1 7 A C a v i a e y / y
M C 4 E 1 10 A H y d r o p h i l a
M C 4 E 1 14 A C a v i a e J ^
M C 4 E 1 16 A H y d r o p h i l a
M C 4 E 2 1 A C a v i a e
M C 4 E 2 2 A H yd r o p h i l a
M C 4 E 2 3 A . C a v i a e
M C4 E 2 5 A C a v i a e
M C4 E 2 7 A C a v i a e
M C 4 E 2 8 A C a v i a e
M C 4 E 2 9 A . C a v i a e
M C 4 E 2 13 A C a v i a e
M C4 E 2 14 A C a v i a e
M C 4 E 2 15 A S o b r i a
M C 4 E 2 16 A C a v i a e
M C 5 E l 2 A C a v i a e a / a
M C 5 E l 4 A C a v i a e a / a
M C 5 E l 12 A C a v i a e a / a
M C 5 E 1 15 A C a v i a e a / a
M C 5 E l 17 A . C a v i a e a / a
M C 5 E l 1 9 A . C a v i a e a / a
M C 5 E 2 A C a v i a e a / a
M C 5 E 2 2 A C a v i a e a / a
A - 2
A p p e n d i x A : B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s
I s o l a t e C o m p l e x I n d o le O x i d a s e M A C K I A V P L a r a b B E
MC 5 E 2 4 A C a v i a e a / a
M C 5 E 2 5 A . C a v i a e a / a
M C 5 E 2 6 A C a v i a e a / a
M C 5 E 2 7 A . C a v i a e a / a
M C 5 E 2 9 A C a v i a e a / a
M C 5 E 2 10 A . C a v i a e a / a
M C 5 E 2 1 3 A C a v i a e a / a
MC 3 U S 1 2 A H yd r o p h i l a
M C 3 U S 1 3 A H y dr o p hi l a
M C 3 U S 1 6 A C a v i a e
M C 3 U S 1 9 A C a v i a e
M C 3 U S 1 10 A . C a v i a e
M C 3 U S ] 1 1 A C a v i a e
M C 3 U S 1 1 2 A C a v i a e
M C 3 U S 1 1 6 A H yd r o p hi l a
M C 3 U S2 1 A C a v i a e
M C 3 U S2 2 A . C a v i a e
M C 3 U S2 3 A C a v i a e
M C 3 U S2 5 A . C a v i a e
M C 3 U S2 1 0 A C a v i a e
M C 3 U S2 1 2 A H y d r o p hi l a
M C 3 U S2 1 3 A C a v i a e
M C 3 U S2 14 A C a v i a e
M C 3 U S2 15 A . S o b r i a
M C 3 U S2 17 A S o b r i a
M C 3 U S2 2 0 A So br i a
M C 3 U S2 2 2 A S o b r i a
M C 3 U S2 2 3 A C a v i a e
M C 3 U S2 2 4 A S o b r i a
M C 4 U S 1 1 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 3 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 4 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 5 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 6 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 7 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 10 A . C a v i a e
M C 4 U S 1 1 1 A C a v i a e
M C 4 U S 1 12 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 13 A C a v i a e
M C 4 U S 1 14 A C a v i a e
M C 4 U S 1 16 A . H y dr o p h i la
M C 4 U S 2 2 A So b r i a
M C 4 U S2 5 A C a v i a e
M C 4 U S2 6 A . C a v i a e
M C 4 U S2 10 A S o b r i a
M C4 U S2 12 A C a v i a e
M C 4 U S2 13 A S o b r i a
A - 3
A p p e n d i x A : B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s
I s o l a t e C o m p l e x I n d o l e O x i d a s e M A C K I A V P L a r a b B E
M C 4 U S2 16 A C a v i a e
M C 5 U S 1 1 A C a v i a e a / a
M C 5 U S l 3 A H y d r o p h i l a a / a g
M C 5 U S l 6 A . C a v i a e a/ a
M C 5 U S 1 8 A C a v i a e a / a
M C 5 U S 1 13 A . H y d r o p h i l a
r e d ti p g
( a h )
M C 5 U S 1 15 A H y d r o p h i l a
r e d t ip j
( a h )
M C 5 U S 1 18 A H y d r o p h i l a
r e d ti p J
( a h )
M C 5 U S2 5 A H y d r o p h i l a a / a
M C 5 U S2 12 A H y d r o p h i l a a / a g
L e g e n d f o r A p p e n d i x A
B i o c h e m i c a l T e s t L a b e l
I n d o l e S p o t i n d o l e t e s t
O x i d a s e S p o t o x id a s e te s t
M A C M a c C o n k e y a g ar
K I A /T S I K l i g e r I r o n A g a r /T r i p l e S u g a r I r o n A g a r
V P V o g e s
- P r o k a u e r
L a r a b L - a r a bi n o s e f e r m e n t a t i o n
B E B i le E s c u l i n
C o m p le x G r o u p i n g a c c o r d i n g t o A bb o t t e t a l , 2 0 0 3
_
+ I n d i c a t e s p o si t i v e r e su l t
L e g e n d fo r K I A / T S I T e s t R e s u l t s
+
*
y / y
a / a
a / a g
r e d t ip g (a h )
( ah )
F o r
"
K I A
"
: r e d s l a n t , y e l l o w b u t t , g a s p r o d u c ti o n
F o r
"
K I A
"
; r e d s l a n t , y e l l o w b u t t .
F o r
"
K I A
"
: y e Uo w s l a n t , y e l l o w b u t t , g a s p r o d u c t i o n
F o r
"
K I A
"
: y e l l o w s l a n t , y e l l o w b u t t
F o r
"
T S I
"
: y e l l o w s l a n t , y e l l o w b u t t
F o r
"
T S I
"
: y e l l o w s l a n t, y e l l o w b u tt , g a s p r o d u c t i o n
F o r
' T S I " : s l a n t t ip r ed , g a s p r o d u c ti o n
(i d e n ti c a l t o A . hy d r o p h i l l a c o n t i o l )
F o r
"
T S I
"
: i d e n ti c a l t o ^4 h yd r o p h i l l a c o n t r o l
A - 4
A p p e n d i x B : QR D R a n d T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e A m p l i f i c a t i o n R e s u l t s
D a te C o l l e c t e d C o m pl e x
G Y R
A
G Y R
B
P A R
C
PA R
E
T E T
A , E
T E T
B
,
D
T E T
C
MC 3 D S 1 1 5 / 17 / 20 0 5 A C a v i a e +
M C 3 D S 1 2 5 / 17 / 20 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S l 4 5/ 17/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S l 8 5/ 1 7/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S l 9 5/ 1 7/ 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 3 D S 1 1 0 5/ 17 / 2 0 0 5 A . H y d r o p hi l a
M C 3 D S 1 1 1 5/ 17 / 2 0 0 5
A . H y d r o p hi l a / A .
C a v i a e
M C 3 D S 1 1 2 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
MC 3 D S l 1 3 5/ 17 / 2 0 0 5 A H yd r o ph i l a
M C 3 D S l 14 5/ 17 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 3 D S 1 16 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S2 1 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S2 2 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S2 3 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S2 5 5/ 17 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 3 D S2 7 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S2 8 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S2 9 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S2 10 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 D S2 13 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v ia e
M C 3 D S 2 16 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v ia e
M C 4 D S l 2 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A H y dr o p h i l a
M C4 D S 1 4 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 D S 1 6 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v ia e
M C 4 D S 1 12 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 D S 1 16 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 4 D S 2 1 5 / 2 6 / 2 0 0 5
M C 4 D S 2 4 5 / 2 6 / 2 0 0 5
M C 4 D S 2 6 5 / 2 6 / 2 0 0 5
M C 4 D S 2 9 5 / 2 6 / 2 0 0 5
M C 5 D S 1 4 6 / 8 / 2 0 0 5 A H y dr o p h i l a
M C 5 D S 1 5 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 D S l 7 6 / 8 / 2 0 0 5 A . H y dr o p h i l a
M C5 D S 1 8 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 D S 1 1 1 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 D S l 14 6 / 8 / 20 0 5 A H yd r o ph i l a
M C 5 D S 1 17 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e
MC 5 D S2 1 6/ 8/ 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 5 D S2 2 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
MC 5 D S2 3 6/ 8/ 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 5 D S2 5 6/ 8/ 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 5 D S2 6 6 / 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 D S2 8 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 D S2 10 6 / 8/ 2 0 0 5 A Ca v i a e
M C 5 D S2 6 / 8/ 2 0 0 5 A C a v ia e
M C 5 D S2 12 6 / 8 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a
B - 1
A p p e n d i x B : QR D R a n d T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e A m p l i f i c a t i o n R e s u l t s
I s o la te D a te C o l l e c t e d C o m p le x
G Y R
A
G Y R
B
P A R
C
P A R
E
T E T
A , E
T E T
B
,
D
T E T
C
MC 5 D S2 13 6 / 8 / 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 5 D S2 16 6 / 8 / 20 0 5 A C a v ia e
M C 5 D S2 17 6 / 8 / 2 0 0 5 A . C a v i a e
MC 3 E l 2 5 / 17 / 20 0 5 A C a v i a e
M C 3 E l 4 5 / 17/ 20 0 5 A . C a v ia e
M C 3 E 2 1 5 / 17 / 2 0 0 5 A . S o b r i a
M C 3 E 2 2 5/ 17 / 2 0 0 5 A S o br i a
M C 3 E 2 3 5 / 17/ 2 0 0 5 A S o b ri a
M C 3 E 2 4 5 / 1 7/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 E 2 5 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 E 2 6 5 / 17/ 2 0 0 5 A S o bri a
M C 3 E 2 7 5 / 17/ 20 0 5 A C a v i a e
M C 3 E 2 8 5 / 17/ 2 0 0 5 A . S o bri a
M C 3 E 2 9 5 / 17/ 2 0 0 5 A H yd r o p h i la
M C 3 E 2 10 5 / 17 / 2 0 0 5 A S o b ri a
M C 3 E 2 14 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 E 2 15 5 / 17 / 2 0 0 5 A S o b ri a
M C 3 E 2 16 5 / 17 / 2 0 0 5 A S o b ri a
M C 4 E 1 1 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 E 1 2 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 E l 3 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 4 E 1 4 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 E l 5 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 E l 6 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 E l 7 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 E 1 1 0 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 4 E 1 14 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 E 1 1 6 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 4 E 2 1 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 4 E 2 2 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 4 E 2 3 5 / 2 6 /2 0 0 5 A Ca v i a e
M C 4 E 2 5 5 / 2 6 / 20 0 5 A C a v i a e
MC 4 E 2 7 5 / 2 6 / 20 0 5 A . C a v i a e
M C 4 E 2 8 5 / 2 6 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 E 2 9 5 / 2 6 / 20 0 5 A C a v i a e
M C 4 E 2 1 3 5 / 2 6 /2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 4 E 2 14 5 / 2 6 /2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 4 E 2 15 5 / 2 6 /2 0 0 5 A S o b r i a
M C 4 E 2 16 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 5 E l 2 6 / 8 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E I 4 6 / 8 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E 1 12 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E I 15 6 / 8 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E I 17 6 / 8 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E 1 19 6 / 8 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E 2 1 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E 2 2 6 / 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
B - 2
A p p e n d i x B : Q R D R a n d T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e A m p l i f i c a t i o n R e s u l t s
I s o l a t e D a t e C o l l e c t e d C o m p l e x
G Y R
A
G Y R
B
P A R
C
PA R
E
T E T
A
,
E
T E T
B , D
T ET
C
M C 5 E 2 4 6/ 8/ 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 5 E 2 5 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E 2 6 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E 2 7 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E 2 9 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 E 2 10 6/ 8/ 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 5 E 2 13 6 / 8 / 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 3 U S 1 2 5/ 17 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 3 U S l 3 5 / 17 / 20 0 5 A . H y dr o p h i l a
M C 3 U S 1 6 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S l 9 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S 1 10 5 / 17 / 20 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S I 1 1 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S l 12 5 / 17 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S l 16 5 / 17 / 20 0 5 A H yd r o p h i la
M C 3 U S2 1 5 / 17 / 20 0 5 A C a v i a e
MC 3 U S2 2 5 / 17 / 20 0 5 A C a v i a e
M C3 U S 2 3 5 / 17 / 20 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S2 5 5 / 17 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S2 10 5 / 17 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S2 12 5 / 17 /2 0 0 5 A H yd r o p h i l a
M C 3 U S2 13 5 / 17 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 3 U S2 14 5 / 17 /2 0 0 5 A C a v i a e
MC 3 U S2 15 5/ 17 /2 0 0 5 A . S o br i a
M C 3 U S2 17 5 / 17 /2 0 0 5 A S o b r i a
M C 3 U S2 2 0 5 / 17 /2 0 0 5 A S o b r i a
M C 3 U S2 2 2 5/ 17/ 2 0 0 5 A S o b ri a
M C 3 U S2 2 3 5 / 17 /2 0 0 5 A C a v i a e
MC 3 U S2 24 5 / 17 /2 0 0 5 A S o b r i a
M C 4 U S 1 1 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 3 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a
M C 4 U S ] 4 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 5 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S I 6 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A H y dr o p h i l a
M C 4 U S 1 7 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 10 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 U S 1 1 1 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A . C a v i a e
M C 4 U S I 12 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i la
M C 4 U S I 13 5 / 2 6 /2 00 5 A C a v ia e
M C 4 U S 1 14 5 / 2 6 /2 00 5 A C a v i a e
M C 4 U S 1 16 5 / 2 6 /2 0 0 5 A H yd r o ph i l a
M C 4 U S2 2 5/ 2 7/ 2 0 0 5 A S o b ri a
M C 4 U S2 5 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 U S2 6 5 / 2 6 /2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 U S2 10 5/ 2 7/ 2 0 0 5 A S o b r i a
M C 4 U S2 12 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 4 U S2 13 5/ 2 7/ 2 0 0 5 A S o b ri a
B - 3
A p p e n d i x B : QR D R a n d T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e G e n e A m p l i f i c a t i o n R e s u l t s
I s o l a t e D a t e C o l l e c t e d C o m p l e x
G Y R
A
G Y R
B
P A R
C
PA R
E
T ET
A , E
T E T
B
, D
T E T
C
M C 4 U S2 16 5/ 2 6/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 U S 1 1 6 / 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 U S l 3 6 / 8/ 2 0 0 5 A H yd r o ph l l a
M C 5 U S 1 6 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 U S l 8 6 / 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e
M C 5 U S 1 13 6 / 8/ 2 0 0 5 A H y d r o p h l la
M C 5 U S l 15 6 / 8/ 2 0 0 5 A H y d r o ph l la
M C 5 U S 1 18 6/ 8/ 2 0 0 5 A H yd r o p h l l a
M C 5 U S2 5 6 / 8/ 2 0 0 5 A H yd r o p hl l a
M C 5 U S 2 12 6 / 8/ 2 0 0 5 A H yd r o p h i l a
+ i n d i c a t e s a n a m p l i f i a b l e r e gi o n
B - 4
A p p e n d i x C : A m i n o A c i d a n d H o m o l o g y R e s u l t s g y r A , g y r B , p a r C a n d p a r E r e g i o n s
g y r A
I s o la te D a te
C o l l e c t e d C o m p l e x
P o s
8 3
P o s
9 2 A Y 0 27 8 9 9 A Y 0 2 7 9 0 0 A Y 0 2 7 9 0 1
M C 3 D S 1 1 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e H 9 8 5 8 % 9 3 4 1% 9 5 0 8 %
MC 3 D S l 8 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e R 85 7 1 % 84 8 0 % 8 5 0 0 %
M C 3 D S 1 9 5/ 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 9 3 4 3 % 9 2 0 6% 9 2 52 %
MC 3 D S 1 10 5/ 17 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 9 4 12 % 9 4 12 % 9 5 7 6 %
M C 3 D S l 1 1 5 / 17 / 2 0 0 5
A . H y d r o p hi l a / A
C a v i a e R 9 3 . 4 1% 9 6 7 1% 9 4 . 6 0 %
M C 3 D S 1 1 2 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 3 6 8 % 9 2 3 1% 9 2 5 4 %
M C 3 D S 1 1 3 5/ 17 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 9 2 7 4 % 9 1 8 0 % 9 3 2 1%
M C 3 D S 1 1 6 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e R 9 1 5 3 % 9 0 3 8 % 9 0 6 1%
M C 3 D S2 1 5/ 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 8 2 3 9 ^ 8 1 7 3 % 8 2 8 5 %
M C 3 D S2 2 5/ 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 9 0 4 0 % 8 9 2 5 % 8 9 . 4 9 %
M C 3 D S2 5 5 / 17 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 8 4 0 9 % 8 3 4 1 ' 8 5 0 0 %
M C 3 D S2 7 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e M 9 0 8 5 % 9 0 8 5 %
M C 3 D S2 8 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e M 94 5 8 % 9 3 1 8 % 9 3 4 3 %
M C 3 D S2 9 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e R 9 3 . 9 1% 9 2 5 2 % 9 2 77 %
M C 3 D S2 1 3 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e M 9 4 20 % 9 3 0 4 % 9 4 6 6 %
M C 3 D S2 16 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e H 94 6 5 % 9 3 50 % 9 3 52 %
M C 4 D S l 6 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 3 . 4 4 % 9 2 0 7 % 9 2 3 3 %
M C 4 D S 1 12 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e M 9 3 36 % 9 1 9 6 % 9 2 20 %
M C 4 D S 1 16 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e M 9 7 . 9 1% 9 2 8 1 % 9 4 . 4 6 %
M C 4 D S2 1 5/ 2 6 / 2 0 0 5 ? 5 2 % 8 7 59 % 8 8 04 %
M C4 D S2 4 5 / 2 6 / 2 0 0 5 R 9 3 . 6 5 % 9 6 . 6 4 % 94 60 %
M C 4 D S2 9 5 / 2 6 / 2 0 0 5 H 9 8 . 1 1% 9 3 19 % 9 5 0 8 %
M C 5 D S 1 4 6 / 8 / 20 0 5 A . H y d r o p h i l a 9 3 6 8 % 9 2 9 7 % 9 4 . 15 %
M C 5 D S l 5 6 / 8 / 20 0 5 A . C a v i a e R G 9 8 3 5 % 9 3 14 % 9 4 . 8 2 %
M C 5 D S l 7 6 / 8 / 2 0 0 5 A H y dr o p h i la H 94 . 13 % 9 3 4 3 % 9 4 . 6 0 %
M C 5 D S 1 8 6 / 8 / 20 0 5 A . C a v ia e H 9 4 5 8 % 9 3 4 1% 9 3 . 4 3 %
M C 5 D S 1 1 1 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e M 94 5 6 % 9 5 0 2 % 9 5 13 %
M C 5 D S l 17 6 / 9 / 20 0 5 A C a v i ae 9 4 3 5 % 9 2 9 6 % 9 3 . 4 4 %
M C 5 D S2 2 6 / 8 / 2 0 0 5 A . C a v i ae R 9 8 3 5 % 9 3 19 % 9 4 8 5 %
M C 5 D S 2 3 6 / 8 /2 0 0 5 A H ydr o p h i l a R 9 3 . 4 3 % 9 4 3 7 % 9 5 0 7 %
M C 5 D S 2 5 6 / 8 /2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 9 4 3 7 % 9 3 6 6 % 9 4 . 8 4 %
M C 5 D S 2 6 6 / 8 /2 0 0 5 A C a v i a e H 9 4 6 5 % 9 3 5 0 % 9 3 5 3 %
M C5 D S2 8 6/ 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e 9 8 . 12 % 9 2 9 6 % 9 4 6 3 %
M C 5 D S 2 13 6 / 8 /2 0 0 5 A C a v i a e H 9 7 6 5 % 9 2 4 9 % 9 4 15 %
M C 5 D S 2 17 6 / 8 /2 0 0 5 A C a v i a e 9 3 9 0 % 9 2 5 2 % 9 3 2 2 %
C - 1
A p p e n d i x C : A m i n o A c i d a n d H o m o l o g y R e s u l t s g y r A , g y r B , p a r C a n d p a r E r e g i o n s
I so l a t e
D a t e
C o l l e c t e d C o m p l e x
P o s
8 3
P o s
9 2 A Y 0 2 7 8 99 A Y 0 2 7 9 0 0 A Y 0 2 7 9 0 1
M C 3 E 1 4 5 / 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e 84 . 8 9 % 84 8 9 % 8 6 17 %
M C 3 E 2 4 5 / 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 9 2 . 0 2 % 9 0 8 7 % 9 1 1 2 %
M C 3 E 2 5 5 / 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 9 4 12 % 9 2 9 4 % 9 4 5 9 %
M C 3 E 2 7 5 / 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 9 6 0 5 % 9 0 8 9 % 9 3 3 5 %
M C 3 E 2 9 5 / 17 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a 9 1 8 0 % 9 1 . 10 % 9 2 2 7 %
M C 4 E 1 1 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e W 89 . 19 % 8 7 7 5 %
M C 4 E 1 2 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e H 9 4 4 2 % 9 3 2 7 % 9 3 2 9 %
M C 4 E 1 3 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e R 9 3 6 6 % 96 4 8 % 9 4 8 4 %
M C 4 E 1 5 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 1 . 2 2 % 9 3 4 1% 9 1 5 1 %
M C 4 E l 7 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 2 9 4 % 9 1 . 5 5 % 9 1 8 0 %
M C 4 E 1 1 0 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A H y dr o p h i l a 9 3 . 14 % 9 3 14 % 94 7 9 %
M C 4 E 1 14 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 4 . 12 % 9 3 . 19 % 9 3 2 1 %
M C 4 E l 16 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 9 1 2 7 % 9 1 5 1 % 9 2 9 1 %
M C 4 E 2 1 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 8 6 . 5 5 % 8 5 . 14 % 8 7 . 2 0 %
M C4 E 2 2 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a 84 3 9 % 87 0 7 % 8 5 6 4 %
M C 4 E 2 3 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A . C a v i a e R 9 4 8 1% 9 3 4 1% 9 3 . 6 6 %
M C 4 E 2 5 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 1 . 7 1% 87 2 0 % 9 1 . 12 %
M C 4 E 2 7 5 / 2 6 / 2 00 5 A C a v i a e M 9 3 9 0 % 9 2 . 5 2 % 9 2 7 6 %
M C 4 E 2 1 3 5 / 2 6 / 20 0 5 A C a v i a e R X 9 3 . 2 2 % 8 8 3 4 % 90 0 0 %
M C 4 E 2 14 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e W H 9 3 6 6 % 9 2 2 5 % 9 2 5 1 %
M C 4 E 2 1 6 5 / 2 6 / 2 00 5 A . C a v i a e R 9 0 3 8 % 8 9 . 7 0 % 89 4 6 %
M C 5 E l 2 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 2 7 9 % 9 1 . 4 2 % 9 1 9 0 %
M C 5 E l 4 6 / 8 / 2 0 0 5 A . C a v i a e H 9 0 0 2 % 8 8 6 8% 8 8 9 1%
M C 5 E l 1 2 6 / 8 / 2 0 0 5 A . C a v i a e G 9 3 . 6 3 % 88 2 4 % 9 0 16 %
M C 5 E l 1 5 6/ 8/ 20 0 5 A C a v i a e D 9 1 . 84 % 8 7 2 1% 8 8 84 %
M C 5 E 2 2 6 / 8/ 20 0 5 A . C a v i a e 9 2 . 94 % 9 1 5 5 % 9 1 7 8 %
M C 5 E 2 4 6 / 8/ 20 0 5 A C a v i a e 8 0 4 1 %
M C 5 E 2 5 6/ 8/ 20 0 5 A . C a v i a e R 8 3 87 %
M C5 E 2 6 6 / 8 / 20 0 5 A . C a v i a e L 8 2 2 3 % 8 1 04 % 7 8 5 9 %
M C5 E 2 7 6 / 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e X 8 9 6 9 %
M C 5 E 2 9 6 / 8 / 20 0 5 A . C a v i a e 8 3 . 94 %
MC 5 E 2 10 6 / 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e R 9 1 14 % 9 0 0 0 % 9 0 . 0 5 %
M C 5 E 2 1 3 6 / 8/ 20 0 5 A C a v i a e 8 5 7 3 %
C - 2
A p p e n d i x C : A m i n o A c i d a n d H o m o l o g y R e s u l t s g y r A , g y r B , p a r C a n d p a r E r e g i o n s
I s o l a t e
D a te
C o l l e c t e d C o mp l e x
P o s
8 3
P o s
9 2 A Y 0 2 7 8 99 A Y 0 2 7 9 0 0 A Y 0 2 7 9 0 1
M C 3 U S 1 2 5 / 17 /2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 89 0 0 % 8 8 4 9 % 8 9 4 1 %
M C 3 U S l 6 5 / 17 /2 0 0 5 A C a v i a e M 9 0 4 7 % 89 3 3 % 89 5 6 %
M C 3 U S 1 1 1 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e H 8 9 6 2 %
M C 3 U S l 12 5 / 17 /2 0 0 5 A . C a v i a e H 9 0 . 6 3 % 8 9 4 9 % 8 9 5 1%
M C 3 U S 1 16 5/ 17 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a 8 2 . 6 8 %
MC 3 U S2 1 5/ 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e D 9 2 4 9 % 9 1 10 % 9 1 3 6 %
M C 3 U S2 2 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e S. 4 7 % 8 7 3 2 % 87 5 6%
M C 3 U S2 3 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e 8 8 6 0 % 8 8 6 3 %
M C 3 U S2 5 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 0 . 74 % 8 9 6 1% 8 9 6 1%
M C 3 U S2 12 5/ 17 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a H 9 4 . 8 1% 9 4 12 % 9 4 8 2 %
MC 3 U S2 1 3 5/ 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 8 6 9 2 % 8 5 5 8 % 8 5 5 8 %
MC 3 U S2 2 3 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e R 9 4 13 % 9 2 74 % 9 3 2 2 %
M C 4 U S 1 1 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a R 9 2 4 9 % 9 0 82 % 9 3 4 1%
MC 4 U S 1 3 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a 9 3 . 8 8 % 9 2 7 1% 9 3 8 8 %
M C 4 U S 1 4 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i la 9 1 5 5 % 9 0 . 82 % 9 2 0 3 %
MC 4 U S 1 5 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a R 9 3 19 % 9 2 4 9 % 9 3 6 6 %
MC 4 U S 1 6 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a R 8 5 89 ^ 84 7 7 %
MC 4 U S 1 10 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e M 9 2 27 % 9 0 9 1 % 9 1 . 14 %
MC 4 U S 1 1 1 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A . C a v i a e R 8 3 . 76 % 8 2 4 9 %
MC 4 U S 1 1 3 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e R 8 9 7 4 % 8 4 8 8 %
M C 4 U S 1 14 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e X 87 7 4 % 86 8 1% 8 8 . 2 2 %
M C 4 U S 1 16 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A . H y dr o p h i la R 9 3 . 4 7 % 9 2 3 1% 9 3 . 3 4 %
M C 4 U S2 5 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e R 8 9 6 7 % 8 8 . 5 8 % 8 8 5 8 %
MC 4 U S2 1 2 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e 7 9 17 %
MC 5 U S 1 3 6 / 8 / 2 0 0 5 A H y dr o p h i l a 90 6 5 % 89 2 5 % 9 0 6 5 %
MC 5 U S l 6 6 / 8 / 2 0 0 5 A . C a v i ae 5 7 1 % 87 6 4 % 87 8 4 %
MC 5 U S l 8 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e M 84 . 5 8 % 8 3 6 8 % 83 68%
MC 5 U S 1 13 6 / 8 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i la R 8 6 0 5 % 85 3 5 % 8 6 8 7 %
M C 5 U S 1 1 5 6 / 8 / 2 0 0 5 A . H y dr o p h i l a R 9 2 2 7 % 9 1 10 % 9 2 7 4 %
M C 5 U S 1 1 8 6 / 8 / 2 0 0 5 A H yd r o p hi la L R 9 3 9 3 % 9 2 7 6 % 9 3 9 3 %
M C 5 U S2 5 6 / 8 / 2 0 0 5 A H y d r o p hi la V 84 1 1% 8 3 4 1% 8 4 7 8 %
C - 3
A p p e n d i x C : A m i n o A c i d a n d H o m o l o g y R e s u l t s g y r A , g y r B , p a r C a n d p a r E r e g i o n s
p r B
I so la te D a t e C o l l e c t e d C o mp l e x A Y 0 2 7 9 0 2 A Y 2 7 9 0 3 A Y 2 7 9 04
M C 3 U S ] 2 5/ 17 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 9 4 7 1
M C 3 U S l 1 6 5/ 17 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 9 4 2 3
M C 4 D S 1 16 5/ 2 6 / 2 00 5 A C a v i a e 9 3 3 3
M C 4 E l 3 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 3 7 2 9 3 4 3
M C 4 E 2 16 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A Ca v i a e 9 3 . 7 8
M C 4 U S2 5 5 / 2 6 / 2 0 0 5 A Ca v i a e 9 4 6 6
M C 4 U S2 16 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A . C a v i a e
p a r C
I s o l a t e
D a t e
C o l l e c t e d C o mp l e x
P o s
8 0
P o s
84 A F 4 3 54 18 A F 4 3 54 19 A F 4 3 5 4 2 0
M C 3 D S 1 4 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 2 7 8 % 9 3 85 % 9 3 3 2 %
M C 3 D S 1 11 5/ 1 7/ 2 0 0 5
A H y d r o p h i l a / A .
C a v i a e 9 5 36% 9 7 4 4 % 9 5 . 3 1 %
M C 3 D S l 1 2 5/ 17 / 2 0 0 5 A . C a v i a e 9 5 . 3 1 % 9 6 . 3 7 % 94 . 7 9 %
M C 5 D S2 1 2 6 / 8 / 2 0 0 5 A . H y d r o p h i l a 9 0 . 7 2 % 9 2 . 3 1% 9 1 6 2 %
M C 5 D S2 1 3 6 / 8/ 2 0 0 5 A C a v i a e 84 4 0 % 8 3 6 9 %
M C 4 E 2 1 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A C a v i a e 8 7 . 9 4 % 8 9 3 6% 8 6 5 2 %
M C 5 E 2 1 6 / 8 / 2 0 0 5 A C a v i a e 9 1 7 4 %
M C 3 U S 1 10 5/ 17 / 2 0 0 5 A C a v i a e V 8 8 5 6 % 9 2 4 7 %
M C 4 U S ] 4 5/ 2 6 / 2 0 0 5 A H y d r o p h i l a 9 4 3 5 % 9 4 3 8 % 9 3 8 2 %
p a r E
I s o l a te D a t e C o l le c t e d C o mp le x A F 4 3 54 2 1 A F 4 3 5 4 2 2 A Y 4 3 5 4 2 3
M C 3 D S 1 8
M C 3 D S 1 1 1 9 1 . 6 9 % 9 1 . 5 5 % 9 1 . 94 %
M C 3 D S 2 7 9 0 . 8 6% 9 1 17 % 9 1 . 2 2 %
M C 4 D S 1 16
M C 5 D S 1 1 1
M C 5 D S 1 14
C - 4
A p p e n d i x D : I s o l a t e s w i t h g y r A p o s i t i o n 8 3 a n d 9 2 A m i n o A c i d S u b s t i t u t i o n S c o r e s
I s o l a t e C o m p le x G Y R A P e s 83 P o s 9 2
M C 3 D S l 1 A C a v i a e
M C 3 D S l 8 A C a v i a e
M C 3 D S 1 9 A . C a v i a e
M C 3 D S 1 10 A H y d r o p h i l a
MC 3 D S 1 1 1 A H yd r o ph i l a / A C a v i a e
M C 3 D S l 12 A C a v i a e
M C 3 D S 1 13 A H y d r o p h i l a
M C 3 D S 1 16 A C a v i a e
M C 3 D S2 1 A C a v i a e
M C 3 D S2 2 A C a v i a e
M C 3 D S2 5 A H yd r o p h i l a
M C 3 D S2 7 A C a v i a e
M C 3 D S2 8 A C a v i a e
M C 3 D S2 9 A C a v i a e
M C 3 D S2 13 A C a v i a e
M C 3 D S2 16 A C a v i a e
M C 4 D S l 6 A C a v i a e
M C 4 D S 1 12 A C a v i a e
M C 4 D S 1 16 A C a v i a e
M C 4 D S2 1
M C 4 D S2 4
M C 4 D S2 9
M C 5 D S 1 4 A H y dr o p h i l a
M C 5 D S l 5 A C a v i a e
M C 5 D S 1 7 A H y dr o p h i l a
M C 5 D S 1 8 A C a v i a e
M C 5 D S 1 11 A C a v i a e
M C 5 D S 1 17 A C a v i a e
M C 5 D S2 2 A C a v i a e
M C 5 D S2 3 A H y dr o p h i l a
M C 5 D S2 5 A H y dr o p h i l a
MC 5 D S2 6 A C a v i a e
M C 5 D S2 8 A C d v i a e
M C 5 D S2 13 A Ca v i a e
M C 5 D S2 17 A C a v i a e
D - 1
A p p e n d i x D : I s o l a t e s w i t h g y r A p o s i t i o n 8 3 a n d 9 2 A m i n o A c i d S u b s t i t u t i o n S c o r e s
I s o l a t e C o m p le x G Y R A P e s 83 P o s 92
M C 3 E l 4 A C a v i a e +
M C 3 E2 4 A C a v i a e
M C 3 E2 5 A C a v i a e
M C 3 E2 7 A C a v i a e
M C 3 E2 9 A H ydr o ph i l a
M C 4 E 1 A C a v i a e
M C 4 E l 2 A . C a v i a e
M C 4 E l 3 A C a v i a e
M C 4 E l 5 A C a v i a e
M C 4 E 1 7 A C a v i a e
M C 4 E 1 10 A H y dr o p h i l a
M C 4 E l 14 A C a v i a e
M C 4 E 1 16 A H y dr o p h i l a
M C 4 E2 1 A C a v i a e
M C 4 E2 2 A H y dr o ph i l a
M C 4 E2 3 A C a v i a e
M C 4 E 2 5 A C a v i a e
M C4 E 2 7 A C a v i a e
M C 4 E 2 13 A C a v i a e
M C4 E2 14 A C a v i a e
M C4 E 2 1 6 A C a v i a e
M C 5 E I 2 A C a v i a e
M C 5 E l 4 A C a v i a e
M C 5 E l 12 A C a v i a e
M C 5 E I 15 A . C a v i a e
M C 5 E 2 2 A C a v i a e
M C5 E 2 4 A C a v i a e
M C 5 E 2 5 A Ca v i a e
M C 5 E 2 6 A C a v i a e
M C 5 E 2 7 A C a v i a e
M C 5 E 2 9 A C a v i a e
M C 5 E 2 10 A C a v i a e
M C 5 E 2 1 3 A C a v i a e
D - 2
A pp e n d i x D : I s o l a t e s w i di g y r A p o s i t i o n 8 3 a n d 9 2 A m i n o A c i d S u b s t i t u t i o n Sc o r e s
I s o l a t e C o m p l e x G Y R A P o s 8 3 P o s 92
M C 3 U S I 2 A . H y dr o ph i l a 1
M C 3 U S I 6 A C a v i a e
M C 3 U S l 11 A C a v i a e
M C 3 U S 1 12 A C a v i a e
M C 3 U S 1 16 A H y dr o ph i l a
M C 3 U S2 I A C a v i a e
M C 3 U S2 2 A C a v i a e
M C 3 U S2 3 A C a v i a e
M C 3 U S2 5 A C a v i a e
M C 3 U S2 12 A H yd r o p h i l a
M C 3 U S2 13 A C a v i a e
M C 3 U S2 23 A C a v i a e
M C4 U S 1 1 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S l 3 A H y d r o p h i l a
M C 4 U S 1 4 A H yd r o p h i l a
M C4 U S 1 5 A H yd r o ph i l a
M C 4 U S1 6 A H yd r o p h i l a
M C 4 U S I 1 0 A C a v i a e
M C 4 U S I A C a v i a e
M C 4 U S I 13 A C a v i a e
M C 4 U S 1 14 A C a v i a e
M C 4 U S1 16 A H yd r o p h i l a
M C 4 U S2 5 A C a v i a e
M C 4 U S2 12 A C a v i a e
M C 5 U S 1 3 A H ydr o p h i l a
M C 5 U S l 6 A C a v i a e
M C 5 U S l 8 A C a v i a e
M C 5 U S l 13 A H y d r o p h i l a
M C 5 U S l 15 A H ydr o p h i l a
M C 5 U S 1 18 A H y d r o p h i l a
M C 5 U S2 5 A H y dr o p h i l a
D - 3
A p p e n di x E : St a t i s t i c a l A n a l y s i s R e s u l t s o f A m i n o A c i d S u b s t i t u t i o n i n P o s i t i o n s 8 3 a n d
9 2 i n g y r A
4 / 1 5 / 2 0 0 7 1 2 : 0 2 P M P a g e 1
Q R D R P o s i t i o n 8 3 E V s . U S
F i s h e r
'
s E x a c t T e s t
T h e t w o - s i d e d P v a l u e i s 0 . 0 7 3 3 , c o n s i d e r e d n o t q u i t e s i g n i f i c a n t .
T h e r o w / c o l u m n a s s o c i a t i o n i s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t .
O d d s R a t i o
O d d s r a t i o = 4 . 7 2 5
9 5 % C o n f i d e n c e I n t e r v a l : 0 . 8 8 5 1 t o 2 5 . 2 2 3
( u s i n g t h e a p p r o x i m a t i o n o f W o o l f . )
D a t a a n a l y z e d
E U S T o t a l
T r a i t P r e s e n t 2 7 2 0 4 7
( 4 8 %) ( 3 6 %) ( 8 4 % )
T r a i t A b s e n t 2 7 9
( 4 % ) ( 1 3 % ) ( 1 6 % )
T o t a l 2 9 2 7 5 6
( 5 2 % ) ( 4 8 % ) ( 1 0 0 %)
4 / 1 5 / 2 0 0 7 1 2 : 0 3 P M P a g e 1
Q R D R P o s i t i o n 8 3 D S V s . U S
F i s h e r ' s E x a c t T e s t
T h e t w o - s i d e d P v a l u e i s 1 . 0 0 0 0 , c o n s i d e r e d n o t s i g n i f i c a n t .
T h e r o w / c o l u m n a s s o c i a t i o n i s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t .
O d d s R a t i o
O d d s r a t i o = 0 . 9 3 3 3
9 5 % C o n f i d e n c e I n t e r v a l : 0 . 2 9 4 8 t o 2 . 9 5 5
( u s i n g t h e a p p r o x i m a t i o n o f W o o l f . )
D a t a a n a l y z e d
D S U S T o t a l
T r a i t P r e s e n t 2 4 2 0 4 4
( 4 0 %) ( 3 3 %) ( 7 3 %)
T r a i t A b s e n t 9 7 1 6
( 1 5 % ) { 1 2 % ) ( 2 7 % )
T o t a l 3 3 2 7 6 0
( 5 5 % ) ( 4 5 % ) ( 1 0 0 % )
4 / 1 5 / 2 0 0 7 1 1 : 5 9 A M P a g e 1
Q R D R P o s i t i o n 8 3 D S V s . E
F i s h e r ' s E x a c t T e s t
T h e t w o - s i d e d P v a l u e i s 0 . 0 4 8 2 , c o n s i d e r e d s i g n i f i c a n t .
T h e r o w / c o l u m n a s s o c i a t i o n i s s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t .
O d d s R a t i o
O d d s r a t i o = 0 . 1 9 7 5
9 5 % C o n f i d e n c e I n t e r v a l : 0 . 0 3 8 7 7 t o 1 . 0 0 6
( u s i n g t h e a p p r o x i m a t i o n o f W o o l f . )
D a t a a n a l y z e d
D S E T o t a l
T r a i t P r e s e n t 2 4 2 7 5 1
( 3 9 %) ( 4 4 % ) ( 8 2 % )
T r a i t A b s e n t 9 2 1 1
( 1 5 % ) ( 3 % ) ( 1 8 % )
T o t a l 3 3 2 9 6 2
( 5 3 % ) ( 4 7 %) ( 1 0 0 % )
4 / 1 5 / 2 0 0 7 1 2 : 0 1 P M
K r u s k a l - W a l l i s T e s t ( N o n p a r a m e t r i c A N O V A )
P a g e 1
T h e P v a l u e i s 0 . 0 9 5 4 , c o n s i d e r e d n o t q u i t e s i g n i f i c a n t .
V a r i a t i o n a m o n g c o l u m n m e d i a n s i s n o t s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r t h a n e x p e c t e d
b y c h a n c e .
T h e P v a l u e i s a p p r o x i m a t e ( f r o m c h i
- s q u a r e d i s t r i b u t i o n ) b e c a u s e
a t l e a s t o n e c o l u m n h a s t w o o r m o r e i d e n t i c a l v a l u e s .
C a l c u l a t i o n d e t a i l
G r o u p
N u mb e r S u m M e a n
o f o f o f
P o i n t s R a n k s R a n k s
8 3 U S
8 3 D S
8 3 E
2 7 1 1 4 6 . 5 4 2 . 4 6 3
3 3 1 3 8 1 . 5 4 1 . 8 6 4
2 9 1 4 7 7 . 0 5 0 . 9 3 1
K r u s k a l - W a l l i s S t a t i s t i c K W = 4 . 6 9 9 ( c o r r e c t e d f o r t i e s )
P o s t t e s t s w e r e n o t c a l c u l a t e d b e c a u s e t h e P v a l u e w a s g r e a t e r
t h a n 0 . 0 5 .
S u mm a r y o f D a t a
N u mb e r
o f
G r o u p P o i n t s
8 3 U S
8 3 D S
8 3 E
2 7
3 3
2 9
M e d i a n M i n i m u m
1 . 0 0 0
1 . 0 0 0
1 . 0 0 0
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
Ma x i m t u n
1 . 0 0 0
1 . 0 0 0
1 . 0 0 0
4 / 1 5 / 2 0 0 7 1 1 : 5 6 A M
Q R D R P o s i t i o n 9 2 E V s . D S
F i s h e r
'
s E x a c t T e s t
P a g e 1
T h e t w o - s i d e d P v a l u e i s 0 . 0 2 9 4 , c o n s i d e r e d s i g n i f i c a n t .
T h e r o w / c o l u m n a s s o c i a t i o n i s s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t .
O d d s R a t i o
O d d s r a t i o = 1 2 . 5 5 9
9 5 % C o n f i d e n c e I n t e r v a l : 0 . 6 7 5 4 t o 2 3 3 . 5 3
( u s i n g t h e a p p r o x i m a t i o n o f W o o l f . )
N o t e t h a t a t l e a s t o n e v a l u e i s z e r o . T o m a k e c a l c u l a t i o n s p o s s i b l e ,
0 . 5 w a s a d d e d t o e a c h v a l u e .
D a t a a n a l y z e d
T r a i t P r e s e n t
T r a i t A b s e n t
E
2 8
( 4 4 %)
0
( 0 %)
D S
2 9
( 4 6 % )
6
( 1 0 % )
T o t a l
5 7
( 9 0 % )
6
( 1 0 % )
T o t a l 2 8
{ 4 4 %)
3 5
( 5 6 % )
6 3
( 1 0 0 %)
4 / 1 5 / 2 0 0 7 1 1 : 5 0 A M P a g e 1
P o s 9 2 U S v s . D S C o n t i n g e n c y
F i s h e r
'
s E x a c t T e s t
T h e t w o - s i d e d P v a l u e i s 0 . 4 9 4 3 , c o n s i d e r e d n o t s i g n i f i c a n t .
T h e r o w / c o l u m n a s s o c i a t i o n i s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t .
O d d s R a t i o
O d d s r a t i o = 1 . 7 9 3
9 5 % C o n f i d e n c e I n t e r v a l : 0 . 4 0 6 6 t o 7 . 9 0 8
( u s i n g t h e a p p r o x i m a t i o n o f W o o l f . )
D a t a a n a l y z e d
U S D S T o t a l
P o s 2 6 2 9 5 5
( 4 1 % ) ( 4 5 % ) ( 8 6 % )
N e g
( 5 % ) ( 9 % ) ( 1 4 % )
T o t a l 2 9 3 5 6 4
( 4 5 % ) ( 5 5 % ) ( 1 0 0 % )
4 / 1 5 / 2 0 0 7 1 1 : 5 3 A M
P o s i t i o n 9 2 E v s . U S
P a g e 1
F i s h e r ' s E x a c t T e s t
T h e t w o - s i d e d P v a l u e i s 0 . 2 3 6 8 , c o n s i d e r e d n o t s i g n i f i c a n t .
T h e r o w / c o l u m n a s s o c i a t i o n i s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t .
O d d s R a t i o
O d d s r a t i o = 7 . 5 2 8
9 5 % C o n f i d e n c e I n t e r v a l : 0 . 3 7 0 8 t o 1 5 2 . 8 5
( u s i n g t h e a p p r o x i m a t i o n o f W o o l f . )
N o t e t h a t a t l e a s t o n e v a l u e i s z e r o . T o m a k e c a l c u l a t i o n s p o s s i b l e ,
0 . 5 w a s a d d e d t o e a c h v a l u e .
D a t a a n a l y z e d
P o s
N e g
E
2 8
{ 4 9 %)
0
( 0 % )
U S
2 6
( 4 6 %)
3
( 5 %)
T o t a l
5 4
( 9 5 % )
3
{ 5 % )
T o t a l 2 8
( 4 9 %)
2 9
( 5 1 % )
5 7
( 1 0 0 % )
4 / 1 5 / 2 0 0 7 1 1 : 5 7 A M P a g e 1
M u t a t i o n R a t e s a t P o s i t i o n 9 2 f o r S e d i m e n t S t a t i o n s D S , U S a n d E
K r u s k a l - W a l l i s T e a t ( N o n p a r a m e t r i c A N O V A )
T h e P v a l u e i s 0 . 0 7 6 6 , c o n s i d e r e d n o t q u i t e s i g n i f i c a n t .
V a r i a t i o n a m o n g c o l u m n m e d i a n s i s n o t s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r t h a n e x p e c t e d
b y c h a n c e .
T h e P v a l u e i s a p p r o x i m a t e ( f r o m c h i - s q u a r e d i s t r i b u t i o n ) b e c a u s e
a t l e a s t o n e c o l u m n h a s t w o o r m o r e i d e n t i c a l v a l u e s .
C a l c u l a t i o n d e t a i l
N v im b e r S v i m M e a n
o f o f o f
G r o u p P o i n t s R a n k s R a n k s
9 2 U S 2 9 1 3 4 1 . 0 4 6 . 2 4 1
9 2 D S 3 5 1 5 0 9 . 0 4 3 . 1 1 4
9 2 E 2 8 1 4 2 8 . 0 5 1 . 0 0 0
K r u s k a l - W a l l i s S t a t i s t i c K W = 5 . 1 3 8 ( c o r r e c t e d f o r t i e s )
P o s t t e s t s w e r e n o t c a l c u l a t e d b e c a u s e t h e P v a l u e w a s g r e a t e r
t h a n 0 . 0 5 .
S u mm a r y o f D a t a
N u mb e r
o f
G r o u p P o i n t s M e d i a n M i n i m u m Ma x i m v m i
9 2 U S 2 9 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 1 . 0 0 0
9 2 D S 3 5 1 . 0 0 0 0 . 0 0 0 1 . 0 0 0
9 2 E 2 8 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0
